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Az értekezésben elofordulo roviditések

MMP matrix metalloproteinazok

SOD szuperoxid-diszmutaz (enzim)

DCC diciklohexil-karbodiimid (kapcsoloreagens)

Z benzil-oxi-karbonil (védécsoport)

Nimid imidazol-nitrogén

Nam amino-nitrogén

N~ deprotonalt amid-nitrogén

Nhidr hidroxamat-nitrogén

Ohidr hidroxamat-oxigén

Oxarb karbonil-oxigén

Me metilcsoport

DFB desferrioxamin B

DFC desferrikoprogén

DFE desferrioxamin E

Aha acetohidroxamsav

N-Me-Aha N-metil-acetohidroxamsav

Asp-B-ha Aszparaginsav-p-hidroxamsav

GABAha 4-aminobutansav (GABA) hidroxamsav szarmazéka
a-Alaha a-alaninhidroxdmsav

N-Me-a-Alaha N-metil-a-alaninhidroxamsav

B-Alaha B-alaninhidroxamsav

N-Me-p-Alaha N-metil-B-alaninhidroxamsav

im-4-Cha imidazol-4-karbohidroxdmsav

N-Me-im-4-Cha N-metil-imidazol-4-karbohidroxdmsav

im-4-Aha imidazol-4-acetohidroxamsav

Z-Hisha Z-védett hisztidinhidroxamsav

AlaAlaNHOH Alanil-alanin dipeptid hidroxamsav szarmazéka
AlaSerNHOH Alanil-szerin dipeptid hidroxamsav szarmazéka
AlaGlyGlyNHOH Alanil-glicil-glicin tripeptid hidroxamsav szarmazéka
AlaHisNHOH Alanil-hisztidin dipeptid hidroxamsav szarmazéka
AlaAlaHisNHOH Alanil-alanil-hisztidin tripeptid hidroxamsav szarmazéka
HisAlaNHOH Hisztidil-alanin dipeptid hidroxamsav szarmazéka
HisAlaN(Me)OH N-metil-hisztidil-alanin dipeptid hidroxamsav szarmazéka
ProLeuNHOH Prolil-leucin dipeptid hidroxamsav szarmazéka

ProLeuGlyNHOH Prolil-leucil-glicin tripeptid hidroxdmsav szdrmazéka



Imidazoltartalmii monohidroxamsavak oldatbeli kélcsonhatisa Cu’*-, Nitt- és

Zn’"-ionokkal

1. BEVEZETES

Régota ismert, hogy bizonyos atmenetifémionok létfontossaguak az é16
szervezet szamara. Tobbek kozott biomolekulak alkotoelemeiként meghatarozo
szerepet jatszanak szerves molekuldk szintézisében, szallitasaban illetve
metalloenzimekben szerepelve  biologiai rendszerek sav-bazis és
redoxifolyamatainak katalizalasaban. Jol ismert tény az is, hogy a fehérjék peptid
¢és oldallancbeli donorcsoportjai, sok esetben a hisztidin imidazol-nitrogénjei,
jelentenek elsOsorban potencialis fémmegkoté helyet a metalloenzim aktiv
centrumaban 1évé fémion(ok) szamara. Szamos olyan fehérjét és enzimet
ismeriink, amelyben hisztidin-oldallanchoz koordinalt fémiont talalunk, ilyenek
példaul a szénsav-anhidrazok, hemoglobin, ,kék’-rézproteineck, de akar a
szuperoxid-diszmutazok is. Kiilonféle biologiai, biokémiai kutatasok egyik nagy
agat képezi a metalloenzimek miikddési mechanizmusanak feltérképezése, de
mindemellett miikodésiik szabalyzdsa is kiemelt fontossaggal bir, pl. a
rakgyogyaszatban is. A kézelmultban kiilonleges figyelem fordult tobbek kozott az
egyik cinktartalmi metalloenzimcsalad, a matrix metalloproteinazok (MMP)
szelektiv inhibidlasanak tanulmanyozasara, mivel szamos betegség, mint példaul a
kiilonféle iziileti gyulladasok, periodontalis betegségek, sclerosis multiplex
kialakulasa is az enzim talmitkodésével hozhat6 kapcsolatba. Az inhibicio soran az
inhibitor molekula az enzim aktiv centrumaban ko6tott fémion(ok)hoz
koordinalddva képes a szubsztrat molekula megkotédését gatolni, ezaltal az enzim
miikddését blokkolni. Szamos kutatocsoport szintetizal ilyen szubsztrat-analog
inhibitor vegyiileteket és az eredmények egyértelmiien mutatjadk, hogy a
hidroxamsavcsoport lehet az egyik legalkalmasabb fémion megkoté a matrix
metalloproteindzokkal vagy pl. egy masik, szintén cinktartalmi enzimcsalad, a
hiszton-deacetilazokkal —szemben hatasos inhibitor sajatsagokat mutatd
molekulakban. A metalloenzim-inhibicidé szelektivitasa, a molekularis felismerés
jelentdsen befolyasolhatdé a hidroxdmsavcsoporthoz kapcsolodd ,,oldallanc”
szerkezetével, amely segit az enzim kotéhelyének azonositasdban és a kotodés
erdsitésében masodlagos kolcsonhatasok (pl. H-kotés, van der Waals kdlcsonhatés)
kialakitasaval. A hidroxdmsavak (altalanos képlet: RcCONRNOH) metalloenzim-
inhibicids képessége mellett szamos élettani hatasuk, pl. antitumor és antibiotikus,
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is ismert, de a hidroxamat-alapii szideroférok mindemellett kiemelt szerepet
jatszanak az alacsonyabb rendii él6lények Fe’'-ion felvételében, szallitasaban és
tarolasaban.

A jelen munka soran 12 szintetikusan el6allitott monohidroxamsav
fémmegkotd sajatsagat térképeztiik fel Cu’™-, Ni*'- és Zn*'-ionokkal, mely
molekulak olyan kiilonb6z6 tipust, potencialis donorcsoporto(ka)t tartalmaznak a-,
B-, vagy v-helyzetben a hidroxamsavcsoporttol, melyeket egy tervezett
hidroxdmsav-alapu inhibitor molekula is magaban foglalhat, illetve szerepiik lehet
a fentebb emlitett masodlagos kolcsonhatasok kialakitasaban. Nevezetesen, a
vizsgalt ligandumok koziil 6t esetében a hidroxamsavcsoport mellett a molekula R¢
oldallancaban amino-N vagy imidazol-N talalhato. A dolgozat anyagat képezte
mindezen molekulak tanulmanyozasa mellett tovabbi két olyan monohidroxamsav
koordinacidos képességének feltérképezése is, melyek a fentebb emlitett
donorcsoportokat  (amino-N  és imidazol-N) egyiitt tartalmazzak. Az
oldategyensulyi vizsgalatok e vegyliletek mellett kiterjedtek négy olyan
szarmazékra is, melyeknél az amino-N ¢és imidazol-N donorcsoportokon kiviil
peptidcsoport(ok) is megtalalhatéak a molekula R¢ oldallancaban.

Mivel a fémionok és a ligandumok kozotti oldatbeli kélcsonhatasok
alaposabb megismerése az egyik legfontosabb eszkdz lehet az inhibicios
mechanizmus  megértéséhez, ezért  pH-potenciometrids ¢és  kiilonféle
szerkezetvizsgald modszereket, tobbek kozott UV-lathatd spektrofotometria, 'H
NMR, ESR, CD spektroszkdpia valamint ESI-MS spektrometria, alkalmaztunk a
molekuldk fémmegkoto sajatsaganak feltérképezésére. A vizsgalt vegyliletek szinte
egyike sem kaphatd kereskedelmi forgalomban, ezért elGallitasuk egyrészt a DE
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén, masrészt egyiittmiikodésben, mas
europai kutatocsoportok munkaja illetve szakmai tapasztalata révén tortént. A
tanulmanyozott ligandumok protonalt formainak szerkezeti képlete az 1. abran
Osszefoglalva, az R¢ oldallancban 1év6 donorcsoportok szamanak ndvelése
sorrendjében lathatd. Célunk volt az ,,e, £, i, j” molekuldk N-metil szdrmazékainak
eldallitasa €s tanulmanyozasa is, de a szintézisiik soran tett jelentds eréfeszitéseink
nem jartak sikerrel.
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Amino- és imidazolhidroxamsavak

- Az R¢ oldallancban amino-N vagy imidazol-N donorcsoportot tartalmazo

ligandumok:

a,

L-N-Metil-a-alaninhidroxamsav
N-hidroxi-N-metil-o-alanilamid
N-Me-a-Alaha (H,L")

b CHs
’ . Ho |
PN e o
ol

N-Metil-B-alaninhidroxdmsav
N-hidroxi-N-metil-f-alanilamid
N-Me-f-Alaha (H,L")

SN
c /\NH
HN "
= N
¢ ow

0
Imidazol-4-karbohidroxamsav
N-hidroxi-imidazolinium-4-karboxamid
im-4-Cha (H,L")
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d s L

» HN |

N

= ¢ on
i

N-Metil-imidazol-4-karbohidroxamsav
N-hidroxi-N-metil-imidazolinium-4-karboxamid:
N-Me-Im-4-Cha (H,L")

e /N o
HN I

= O _OH
c N
Ha H

Imidazol-4-acetohidroxamsav
2-(4-imidazolinium)-N-hidroxiacetamid
im-4-Aha (H,L")

4

Ve e

HN

H
—

N N
A
Z-hisztidinhidrSxédmsav
benzil-1-(hidroxiamino)-3-(imidazolinium)-1-
oxopropan-2-ilkarbamat
Z-Hisha (H,L."

- Az R¢ oldallancban amino-N ¢és imidazol-N donorcsoportot tartalmazo

ligandumok:
2, ANH* TH3+ h, HNANH* TH3+ (|:H3
HN M
— CH N = CH N
E/ \ﬁ/ ~on N Son
2

o]
L-Hisztidinhidroxamsav
L-N-hidroxi-hisztidilamid

Hisha (H;L*")

ol

o)
N-Metil-Hisztidinhidroxamsav
L-N-hidroxi-N-metil-hisztidilamid
N-Me-Hisha (H;L>")
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Hisztidintartalmu peptidhidroxamsavak

- Az R¢ oldallancban amino-N, imidazol-N és peptidcsoporto(ka)t tartalmazo

ligandumok:
. CHs o) . o) CHs o]
b C|H H |C|2 OH !If| N |C|: CH H |C|: OH
N \N/ o \ClH/ \N/ \Cl/ \ClH/ \N/
|c|> CH, CHs o CH,
*HN \ *HN \

NH

L-Alanil-L-hisztidinhidroxamsav

\

L-Alanil-L-alanil-L-hisztidinhidroxamsav

NH

NH
L-Hisztidil-L-alaninhidroxamsav
HisAlaNHOH (H,L>")

AlaHisNHOH (H;L*") AlaAlaHisNHOH (H;L*")
k, 0 CHy L Q THS THS
H3N\CH H/CH\C/H\OH *H3N\CH)J\N/CH\C/N\OH
N ! b !
NN N

\\—NH
N-Metil-L-hisztidil-L-alaninhidroxamsav
HisAlaN(Me)OH (H3L2+)

1. abra: A vizsgalt monohidroxdmsavak (a-I) protonalt formainak szerkezeti képlete
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A vizsgalt féemionok koordinacios kémidja

A réztartalm@t komplexekben a fémion leggyakrabban +2-es oxidacios
szammal szerepel, de a +1-re is elég sok példa ismert. El6fordulhat a 0, +3 és +4-es
oxidacids allapot is, de ezek elég ritkdk. A rézkomplexek geometridja és
koordinacids szama az oxidacios allapottal egyiitt valtozik. Vizes oldatban a Cu'-
ion nagyon kevéss¢ stabilis, konnyen diszproporcionalodik. Ezen +1-es allapot
egyrészt kis oldékonysagli vegyiiletek formajaban, masrészt m-akceptor sajatsagi
ligandumokkal ~stabilizalhat6. A  d'’-elektronkonfiguraciéjt  Cu'-komplexek
diamagnesesek ¢és, ha csak nem koénnyen polarizalhatd ligandumok vannak jelen a
koordinacios szféraban, akkor szintelenek is. A Cu'-komplexek egyre ndvekvd
hanyadat az oligomer és polimer vegyiiletek alkotjak, amelyek fém-fém kotést nem
tartalmaznak az ion elektronszerkezetébdl adoédéan. A Cu*'-ion komplex-
vegyiileteiben a leggyakoribb koordinacids szam 4, 5 és 6. Szabalyos geometriak a
Jahn-Teller hatas kovetkeztében csak ritkdn fordulnak eld, a siknégyzetes és
tetragonalisan torzult oktaéderes szerkezetek kozott gyakran nem konnyi
kiilonbséget tenni. A Cu’-ionok mind a N- és O-donoratomot tartalmazé
ligandumokkal is stabilis komplexeket képeznek [1].

A nikkel is 0 - +4 oxidacios szammal képez komplexeket. A leggyakoribb
oxidacids allapot a +2, de jol ismertek a 0-as oxidacios allapoti nikkelt tartalmazo
komplexek is (pl. a tetraéderes geometridji, diamagneses Ni(CO);). A +2-es
6. A négyes koordinacioj Ni*'-komplexek kozott a siknégyzetes geometria a
leggyakoribb. Ezen komplexek dontéen sargak, vordsek vagy barnak. Magneses
tulajdonsagaikat tekintve diamagnesesek, de egy esetben paramagneses
siknégyzetes geometriaji komplexrdl is beszamoltak [2]. Joval kisebb szamban
paramagneses sajatsagu, tetraéderes Ni*'-vegyiiletek is ismertek. Otos koordinacios
szammal négyzetes piramisos ¢és trigonalis bipiramisos geometridju, mig hatos
koordinacios szammal oktaéderes Ni*"-komplexek képz6dnek.

A cink gyakorlatilag csak +2-es oxidacios allapotban képez komplexeket,
amelyekben a koordinacios szdma 2-8 kdzott valtozhat. A tetraéderes és oktaéderes
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komplexek a leggyakoribbak, de kiilondsen kelatképzo 1igandum012<+ esetén
torzulhat a komplexek geometridja. Valodszintleg a [Zn(H,O)¢] -ion a
leggyakoribb akvakomplex a Zn*'-sok vizes oldataibar}. A vizes oldatokrﬁl
szamottevo hidrolizis jellemz6, amikor is [Zn(OH)(H,0)s] és [Zny(OH)(H,O0),]
hidroxokomplexek képzddnek [1].

A harom fémion kozil az Irwing-Williams sor alapjan a legstabilisabb
komplexeket a Cu*"-ion képzi.

2.2. A vizsgalt fémionok biologiai jelentosége

Egy atlagos testtomegli (~ 70 kg) felnott szervezete 100-150 mg rezet
tartalmaz. Felszivodasat aminosavak segitik eld, a bélfalon aminosavkomplexekbe
kotve jut at. A vérbe keriilt réz kotésében két fehérje, az albumin és a
ceruloplazmin vesznek részt. Csokkent ceruloplazmin termelés esetén a réz
elsésorban a majban és az agyszovetekben halmozodik fel. Sulyos agyi
rendellenességeket és a maj mikodésképtelenségét idézi el6, ami késobb halalhoz
vezet (Wilson-kor). Nem csak a réz felhalmozodasa, hanem hianya is sulyos
elvaltozasokat idézhet el6 a szellemi és fizikai fejlodésben (Menkes-kor). Szamos
réztartalmi metalloenzimet ismeriink. Elektrontranszfer funkcidja van tobbek
kozott a citokrom-c oxidazban, az azurinban valamint a plasztocianinban, de tobb
rézproteinnek oxidaz (lakkaz, aszkorbinsav-oxidaz, tirozinaz, stb.) valamint
reduktaz (dinitrogén-monoxid-reduktaz, szuperoxid-diszmutdz, stb.) funkcidja is
ismeretes [3].

A biolodgiai szempontbol az aktiv rézcentrumok harom f6 szerkezeti tipusba
sorolhatoak:

L ,.kék”-rézproteinek, melyek egyetlen réz-ionot tartalmaznak egy erésen
torzult, 2N- és 2S-donoratom altal meghatarozott koordinacios
kornyezetben. Ezek f6leg ndvényekben fordulnak elé ¢és a
fotoszintézisben vesznek részt, mint elektrontranszfer proteinek.

1I. ,hemkék’-rézproteinek, melyekre kozel siknégyzetes koordinacio
alakul ki, esetenként gyenge axialis kdlcsonhatasokkal, s jellemzé ESR
paraméterekkel.
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111 ESR inaktiv rézproteinek, melyeknek két altipusa van. Egyik tipusuk

egy par Cu'-iont tartalmaz egymastél 360 pm tavolsdgra, melyek
hisztidin-oldallancokon kapcsolddnak (pl. hemocianin). A masik
esetben két Cu*"-ion talalhaté egymashoz kozel [3].

A nikkel biologiai szerepe az uredz enzim nikkeltartalmanak azonositasaig
(1975-ig) ismeretlen volt. A karbamid hidrolizisét katalizaldo uredzok szamos
névényben és baktériumban, de magasabb rendii él6lényekben is megtalalhatoak.
Aktiv centruma két Ni*"-iont tartalmaz, melyek egy karboxilatcsoporton keresztiil
kapcsolodnak egymashoz. Az egyik nikkelt ezen kiviil két nitrogén-donoratom
koordinalja, mig a negyedik kotési hely feltehetéen a karbamid molekula
kapcsolodasara szolgalhat. A méasik Ni*-ion trigondlis bipiramisos szerkezetii [1].
Egy atlagos testtomegli felnétt szervezet 7-10 mg nikkelt tartalmaz. Az uredz
mellett ma mar egyre tobb nikkeltartalmi enzim ismeretes [4-6]. Ilyenek példaul a
hidrogén vizzé torténd oxidacidjat katalizadldo NiFe hidrogenazok, a metil-koenzim
M és a koenzim B metanna torténé redukcidjat szabalyzé metil-koenzim M
reduktaz, a CO reverzibilis oxidaciojat CO,-da katalizald6 CO-dehidrogenaz.
Mindezek mellett a Streptomyces seoulensis-bdl izolalt, 117 aminosavbol allo
fehérje, a Ni-SOD kristalyszerkezete is igazolast nyert 2004-ben [7-8].

A cink az ¢él6 szervezetben a 2. leggyakoribb nyomelem, kozelitéleg 200
cinktartalmt fehérjében kotve fordul eld. Az aminosavak koziil dontden a cisztein,
a hisztidin, a glutaminsav és az aszparaginsav oldallancbeli donorcsoportjai a
kiemelt koordinacids helyek a Zn**-ionok szamara. Egy atlagos testtomegii felnétt
emberi szervezet 2-3 g cinket tartalmaz, melynek kozel 60 %-a az izomszdvetben,
és kb. 30 %-a a csontban halmozodik fel. Az alkoholos allapot ndveli a szervezet
cinksziikségletét, hiszen egyik fontos el6fordulasa az alkohol lebontasat katalizalo
alkohol-dehidrogenaz enzimben van. Hianya ndvekedési zavart (torpenovés),
lataszavart, borelvaltozast, hajhullast és sebesedést okoz, de mindemellett
esetenként impotenciat, mentalis zavart valamint étvagytalansagot is. A kevésbé
toxikus nehézfémek kozé tartozik, az €16 szervezet viszonylag nagy mennyiségii
cinket képes tolerdlni, igy specifikus felesleg betegsége nem nagyon ismeretes.
Biologiai rendszerekben a fémion tobbféle szerepet tolthet be. Lehet a konformacio
biztositasa a cél, valamint lehet az aktiv centrum része, ami a katalitikus hatasért
felelds. A szénsav-anhidrazban, karboxi-peptiddzban, termolizinben a cinknek
katalitikus aktivitasa van, mig az alkohol-dehidrogenaz vagy a Cu/Zn SOD enzim a
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cink szerkezetalakitd szerepére lehet példa. A cink egy tijabban felismert funkcioja
a ,cink-ujjak”-hoz  kothet6. Ezen cinktartalma  fehérjék a  DNS
bazisszekvencidjanak a felismerésében jatszanak szerepet, konkrétan a DNS
replikaciodja soran szabalyozzak a genetikai informacié atadasat [3].

2.3. A hidroxamsavak dltalanos jellemezése, biologiai szerepiik

Hidroxamsavaknak nevezziik mindazon molekulakat, amelyek a 2. abran
lathatd hidroxamsavcsoportot tartalmazzak.

RC\ /O

@)

N
RN/ o

2. abra: Egy monohidroxamsav altalanos képlete

Az Ry szubsztituenstdl fiiggden megkiilonboztetiink primer (Ry = H), illetve
szekunder (Ry = hidrogéntdl eltéré egyéb szerves funkcioscsoport, pl. alkil, aril
stb.), hidroxamsavakat. Csoportositasuk a funkcidscsoportok szama alapjan is
torténhet. Monohidroxdmsavaknak nevezziik az egy hidroxdmsavcsoportot, mig di-
és trihidroxamsavaknak a kett6 illetve harom funkcioscsoportot magukban foglald
molekulakat. A 2. dbra egy altalanos szerkezetet mutat, a hidroxamat-nitrogénhez
kapcsolodo hidrogén atvandorlasaval oldatban 1étrejohetnek keto-enol tautomerek a
3. abran lathaté modon.

HO
N N N l|\l|
H/ \OH H/ \OH \OH \OH
transz(E) cisz(Z) transz(E) cisz(Z)
Keto formak Enol formak
3. abra: A hidroxdmsavak konstiticios s sztereoizomerjei

A keto-enol konstiticios izomerek aranya pH-fiiggd, savas pH-n a keto, lagos
kozegben az enol forma a jellemzébb [9]. A hidroxamsavcsoport C-N kotése
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mentén a rotacid gatolt, emiatt cisz(Z) és transz(E) sztereoizomerek jelennek meg.
Természetesen ezen izomerek, ahogy a 3. abra is mutatja, létezhetnek mind a keto,
mind az enol forma esetén. NMR vizsgalatok igazoltak, hogy oldatban mind a
négyféle izomer jelen lehet [10]. Bizonyitottdk, hogy az egyensulyban levd
izomerek aranyara a kiilonb6z6 R¢ szubsztituensek alapvetd befolyassal birnak
[11]. A hidrogént tartalmazé acetohidroxamsavnal a cisz(Z)-forma adodott
stabilisabbnak, mig nagy térkit6ltésti csoportokat (metil-, fenil-) tartalmazo
ligandumok esetében a transz(E)-forma a stabilisabb oldatfazisban [12]. A cisz(Z)-
format a szolvatacid soran a koordinalt vizmolekulak is stabilizaljak, gazfazisban a
transz(E)-forma, a kisebb térbeli gatlas miatt, kedvezményezettebb [13].

Az els6 hidroxamsavat a XIX sz. kozepén allitottak eld, a XX. szdzad elején
mar ismert vegylletcsalad lett, 1943-ban egy 0sszefoglald kézlemény is megjelent
szerkezetiik, lehetséges eldallitasi folyamataik bemutatasarol [14]. Az irodalomban
a vegylletcsalad eldallitasara tobbféle mod ismeretes, leggyakrabban hidroxilamin
és aktiv acilcsoporttal rendelkezé karbonsavszarmazékok (savkloridok, észterek
stb.) reakcioja eredményez hidroxamsavakat [15]. Tapasztalat szerint szekunder
hidroxilamin (pl. N-metil-hidroxilamin) hasznalata esetén nehezebben megy végbe
a karbonsav-észterrel vald reakcio, mint ha primer hidroxilamint alkalmaznank.
Bizonyos esetekben a  karbonsavszarmazék  eldallitaisakor  alkalmazott
reakciokoriilmények a kiindulasi anyag bomlasat eredményezhetik, melyre a
peptidszintézisben alkalmazott kapcsoloreagensek hasznalata lehet a megoldas. Ha
pl. DCC (diciklohexil-karbodiimid) kapcsoloreagens jelenlétében reagaltatunk
hidroxilamint karbonsavval, akkor szintén hidroxamsavhoz jutunk [16]. Egy
tovabbi lehet6ség az Un. vegyes savanhidrid modszer, amikor karbonsav és
klérhangyasav-etilészter reakcidjaban reaktiv vegyes savanhidrid keletkezik, mely
hidroxilaminnal szén-dioxid ¢és etanol kihasaddsa mellett hidroxamsavat
eredményez. (A jelen dolgozatban tanulmanyozott ligandumok eléallitasara, kivéve
a peptidhidroxamsavakat, sok esetben ezen altalanos moddszereket kiegészitve,
helyenként moédositva alkalmaztuk.)

A hidroxamsavak igazan a figyelem kozéppontjaba akkor keriiltek, mikor
felismerték, hogy egyes természetes vegyiiletek, konkrétan a szideroforok, is
tartalmaznak hidroxamsavcsoportot. A mikroorganizmusok altal termelt
szideroforok az alacsonyabb rendii éllényekben a Fe''-ion felvételében,
szallitasaban, valamint tarolasadban jatszanak meghatarozd szerepet [17-18]. A
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magasabb rendi él61ényekben ezen funkcidt a ferritin és a transzferrin végzik [3].
A hidroxamat-alapti szideroforok, mint a desferrioxamin B (DFB) vagy
desferrikoprogén (DFC) mellett megkiilonboztetiink még katecholat és a-hidroxi
karboxilat tipust szideroforokat is. Az el6bbire az enterobactin, mig az utobbira a
rhizoferrin egy-egy tipikus példa. A hidroxamsavak szideroférokbeli szerepén
kivil antibiotikus, antitumor hatasuk is ismert. Az utobbi években kiemelt
figyelmet kap, hogy a hidroxamsavak a Fe’"-ion mellett egyéb, biologiailag aktiv
fémionnal is stabilis komplexet képeznek. Ezen stabilis fémmegkdtd sajatsaggal
lehetévé valik, hogy a metalloenzimek aktiv centruméaban kotott fémionok szabad
koordinacids helyeire kotédjenek, mellyel reverzibilisen meggatoljak a szubsztrat
kotodését. Ilyen metalloenzim inhibiciés hatast korabban mar kimutattak az
egyszerl acetohidroxamsav (Aha) esetén, mely hatasos blokkoloja a nikkeltartalmi
ureaz enzimnek [19-20], mindemellett a prolil-leucil-glicin  tripeptid
monohidroxamsav szarmazéka (ProLeuGlyNHOH) mar évtizedek ota a kollagenaz
enzim inhibitoraként szabadalmaztatott vegyilet [21]. Néhany éve az irodalomban
egyre tobb Osszefoglald kozlemény jelenik meg a cinktartalmG matrix
metalloproteindz (MMP) enzimcsalad hidroxdmsavakkal torténd szelektiv, igen
hatasosnak bizonyult inhibicidjanak tanulmanyozasara [22-29]. Ezen munkak soran
megallapitottak, hogy pl. egy tervezett, potencialis MMP inhibitor molekulanak
kiilonféle szerkezeti sajatsagokkal kell rendelkeznie. Nevezetesen: (i) tartalmaznia
kell legalabb egy olyan funkcioscsoportot, amely az enzim aktiv centrumaban 1évo
fémion(ok)hoz koordindlodni képes (ez lehet: karboxilat, foszfonat, szulfonat,
hidroxamat); (7i) rendelkeznie kell legalabb egy olyan csoporttal is, mely hidrogén-
kotés kialakitasara képes az enzim alkGtOhelyeivel (sok esetben ez peptidvazat
jelent); (iii) tovabba egy vagy tobb olyan oldallanca is legyen, mely a szelektivitast
biztosito tovabbi kdlcsonhatasra (pl. van der Waals kolesonhatas) képes [22].

2.4. A hidroxamsavak sav-bazis tulajdonsdagai

A hidroxamsavak vizes oldatban gyengén savas karakteri vegyiiletek, a pK,
leggyakrabban a 8,5 - 9,5 tartomanyon beliil van [18, 30]. A proton lazitottsagat
befolyasolhatja az Ry és R¢ csoport elektronszivo/elektronkiildo jellege. Az Ry
helyzetben 1évé  elektronkiildd szubsztituens a hidroxamat bazicitasanak
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csokkenését eredményezi (pl. pKana = 9,27, mig N-metil szarmazéka esetén
PKxMeana = 8,70 [30-31].

A ligandum hidroxilcsoportjanak deprotonalodasaval képzédd, a 4. abran
bemutatott monoanionos forma, a hidroxamat, kétféle hatarszerkezettel
jellemezhetd, melyet NMR mérésekkel is bizonyitottak [32]. A nitrogén nemkdtd

Ru o Ru o elektronparja a C-N kotés
\ / \ . -

T T mentén részben  delokali-
¢ C zalodhat, melynek  ered-

S SN . . o
c R¢ 0 ményeként a  nitrogénen

4. dbra: A hidroxamatok lehetséges rezonanciaformai .ot " .

parcialis pozitiv, a karbonil-

oxigénen, ahogy az abran is jeldlve lathato, részleges negativ toltés alakul ki, mely
stabilizalja a kialakult szerkezetet.

Természetesen egy hidroxamsavcsoportot tartalmazd vegyiilet egyéb,
deprotonalodasra képes funkcidscsoportot is tartalmazhat, mint pl. ammonium-,
imidazolium- vagy Kkarboxilcsoport. A jelen munka soran tanulmanyozott
ligandumok is kettd illetve harom disszociabilis protont hordozé donorcsoportot
tartalmaznak. A pH-potenciometria segitségével, mely a proton eredetére nem
érzékeny modszer, minden esetben csak makroallandok hatarozhatok meg. Az
individualis csoportokhoz, ha a 1épcsézetes folyamatok elvaldak, az allandok
kémiai evidenciak alapjan hozzarendelhetok. Amennyiben a kiilonb6zo
funkcioscsoportok atfedé folyamatban deprotonalddnak, gy a hozzarendelés mar
nem teheté meg. Ilyen atfedd deprotonalddas figyelhetd meg szamos
aminohidroxdmsav esetén is, ahol az ammonium- és a hidroxamsavcsoportok pH
7-10 kozotti tartomanyban deprotonaléodnak. 'H NMR technikaval lehetSség
nyilhat az egyes csoportok protonalddasi mikroallandoit, melyek mar az
individualis csoportokhoz tartozo értékek, meghatarozni. Korabbi munkak soran
néhany aminohidroxamsav (pl. a-Alaha, f-Alaha) esetében ilyen meghatarozasok
mar megtorténtek [33]. A mérések eredményeként egyrészt megallapitast nyert,
hogy az a-Alaha esetén az ammoniumcsoport valamelyest savasabb (pK,mino =
7,48, pKpigox = 7,90), mint a hidroxamsavcsoport. Ezen savassagi trend megfordul
a PB-Alaha (pKumino = 8,85, pKhiaox = 8,47) esetében, mely az aminocsoport
tavolabbi, B-helyzete révén a két csoport egymasra kifejtett elektronszivo hatdsanak
kisebb mértékben vald érvényesiilésével magyarazhat6 [33].
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Az ammonium- és hidroxamsavcsoportok mellett tovabbi deprotonalodasra
képes donorcsoportokat, mint pl. imidazoliumcsoport is magaban foglalhat a
ligandum. Ebben a témakorben, az altalunk tanulmanyozott ligandumok koziil a
hisztidinhidroxamsav esetén tettek kisérletet a mikroallandok meghatarozasara.
Kimutattak, hogy mindharom proton disszociacidja atfedd folyamatban torténik, a
mikroallandok pontos meghatarozasa azonban nem jart eredménnyel [34-36].
Minden kétséget kizardban az NMR eredmények azt mutattak, hogy az
imidazoliumcsoport a legsavasabb mindharom koziil, de a mérések a masik két
csoportra nem adtak egyértelmi trendet [34-36].

A peptidek hidroxamsav szarmazékainak oldategyensulyi tanulmanyozasaval
kapcsolatos irodalom szegényesnek mondhato [37-38]. Kutatocsoportunkban a 90-
es évek elején a ProLeuNHOH és ProLeuGlyNHOH ligandumok oldategyensulyi
tanulmanyozasaval kezd6dott a peptidhidroxamsavak vizsgalata és a kutatdomunka
néhany éve, tobbek kozott az AlaAla, AlaSer, és AlaGlyGly peptidek primer és
szekunder hidroxamsav szarmazékainak fémmegkoto sajatsagaval folytatddott [39-
42]. Ezen molekulak csak két deprotonalddasra képes csoportot, az ammonium- és
hidroxdmsavcsoportokat tartalmazzak, melyek atfed6 folyamatban veszitik el
protonjaikat. Néhany ligandum esetében a mikroallandok NMR technikaval torténd
meghatarozasa sikerrel jart, s az eredmények egyértelmiien mutattak, hogy az
aminocsoport bazicitasa kisebb a hidroxamatcsoportéhoz képest [40] (pl.
AlaAlaNHOH: pKunine = 7,71; pKpigox = 8,63; AlaSerNHOH: pKumino = 7,73;
PKuidrox = 8,32).

2.5. A hidroxamsavak és szarmazékaik komplexképzo sajatsagai

A hidroxamsavak, ha Ry és Rc¢ szubsztituensei egyéb koordinalddasra képes
donoratomot nem tartalmaznak, altaldban a fémionokhoz az 5. abran lathaté modon
O-donoratomjaikon koordinalodnak, stabilis, 6ttaga kelatgytrtit kialakitva.

R O,
\T/ NP

AR
e

5. abra: A hidroxamat-tipust [O,0]-kelat szerkezete
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A hidroxamat-kelat N-donoratomjan keresztiili zardédasa, mely a karbonil-

oxigénnel négytagu gytrit képezne, az irodalombdl eddig nem ismeretes.

A hidroxamat tipusu kelat kialakuldsat els6ként Schwarzenbach és mts-i irtak
le 1963-ban [43-45]. Munkajuk soran az aceto-, és benzohidroxamsavak mellett a
DFB és ciklikus szarmazéka, a desferrioxamin E (DFE) fémmegkoto sajatsagat is
tanulmanyoztak szamos +2-es oxidacios allapoti atmenetifémionnal, valamint a
Ca**- és Fe''-ionokkal is [43-45]. Az 1970-es és ’80-as években Crumbliss,
Raymond és Martell munkéassaga tovabb szélesitette a hidroxadmsavak fémmegkoto
sajatsagainak ismeretét [46-50]. Pl. Martell és mts-i vizsgalatai arra mutattak ra,
hogy a hidroxamsavak +3-as oxidacios allapoti hard fémionokhoz nagyobb
affinitast mutattak, mint a +2-es allapotiakhoz [48].

A Debreceni Egyetem Szervetlen Kémiai Tanszékének Bioszervetlen Kémiai
Kutatécsoportjaban mar tobb mint két évtizede foglalkoznak kiilonb6z6
hidroxamsavak oldategyensulyi vizsgalataval. Tanulmanyoztdk szdmos szintetikus
mono-, ¢s dihidroxamsav molekula [30-31, 51-57], valamint trihidroxamsav tipusu
természetes szideroforok [51, 58-62] komplexképz6dési folyamatait. A vizsgalt
fémionok kozott szerepelt nagyszamu atmenetifémion, de a Ca®'-, Mg”- és AI’"-
ionokkal is torténtek vizsgalatok. Kovetkeztetéseket vontak le tobbek kozott a
hidroxdmsavak Ry és Rc alkil, aril szubsztituenseinek, a hidroxamsavcsoportok
szamanak, valamint az &ket Osszekotd szénlancok hosszanak fémmegkotésre
gyakorolt hatasara vonatkozdan is. Megallapitottak pl., hogy elektronkiildé
csoportok R¢ helyzetben kismértékben, Ry helyzetben szamottevobb mértékben
novelik a kelat stabilitasat [31]. Ez az effektusbeli kiilonbség a Fe*'-ion esetén
mérhetéen nagy, a kétértékii fémionok esetén mar alig figyelheté meg. Az Ry
helyzetben 1évé  elektronkiildé6 csoportok stabilitasnéveld hatdsa azzal
magyarazhatd, hogy a komplexképzddés miatt 1étrejott elektron-delokalizacioban a
nitrogén nemkdoto elektronja is részt vesz, parcialis pozitiv toltést 1étrehozva azon.
Ezt az elektronhianyt elektronkiildd szubsztituensek csokkenthetik, ennek
eredményeképpen a karbonilcsoport szénatomjan megnd az elektronstriiség és a
nagyobb bazicitds miatt a képz6d6 komplex stabilisabb lesz.

Néhany primer hidroxamsav Cu*"-, Fe*'-, Pd*'-, Ru*"- és Mo(VI)-komplexe
esetén pH-potenciometrias, UV-lathat6é valamint ESR mérésekkel igazoltak azt is,
hogy a kelléen nagy stabilitastt komplexekben fémiontol fiiggd pH-n a koordinalt
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hidroxamat deprotonaldédasra képes, és a 6. abran lathatd modon egy nagyobb
stabilitast hidroximat-kelat alakul ki [30, 59].

H o} O

| VO M
F<C/Ci'o/ \\ F<C/CQ'O/ \\

6. abra: A hidroximat-kelat kialakulasa

Természetesen egy hidroxamsav molekula Rc oldallancaban az alkil vagy
aril lanc helyett olyan csoport is lehet, mely koordinalodasra képes donoratomot is
magaban foglal. Ezen vegyliletcsaladba sorolhatdbak a széles korben
tanulmanyozott aminosavak  hidroxamsav szdrmazékai, melyek a
hidroxamsavcsoporthoz képest a-, vagy B-helyzetben tartalmaznak legalabb egy
aminocsoportot. Az irodalomban korabban tobb kozlemény jelent meg egyszertd,
alifas oldallanct aminosavak (pl. glicin, alanin, leucin stb.) hidroxamsav
szarmazékainak oldategyensulyi vizsgélataval kapcsolatban [63-68], de a Tanszéki
kutatomunkak eredményei is nagyban hozzajarultak ezen molekulak
komplexképz6 sajatsagainak az alaposabb megismeréséhez [33, 36, 69-72].
Szdmos aminohidroxamsav fémmegkdtd tulajdonsaganak jellemzésével részletesen
foglalkozik egy 1992-ben megjelent 6sszefoglald kézlemény is, melyben talalhato
adatoknak egy jelentOs része a Tanszéki kutatomunkak eredménye [36].

Az aminocsoport, ahogy a 2.4 fejezetben részleteztiik, nemcsak a ligandum
sav-bazis sajatsagat befolyasolja, hanem jelenléte a molekula koordinacios
moédjainak lehetdségét is szélesiti. Példaként az a-alaninhidroxamsav esetén az
aminocsoport részvételével kialakulo és kdzleményekben mar igazolt kotésmodok
a 7. abran lathatdak. Lehetéség van az 5. abran mar bemutatott hidroxamat 5-tagti
[0,0]-kelat kialakulasara is, feltiintetését ismételten nem tessziik meg.

(@  HN-M (b) HzT """ M
C|H N CH N
STNATNN
e \ﬁ/ Son HsC C| 0
0 O------M
7. abra: Az o-alaninhidroxdmsav esetén igazolt kotésmodok
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Az amino-N és hidroxamat-N részvételével, ahogy azt a 7./a abra mutatja,
egy Ottagu [NH,,Npq]-kelat kialakulasara is lehetéség van, de ha ezen kelat a
hidroxamat [O,O]-kelattal Osszemérhet6 stabilitast, akkor kialakulasuk
egyidejiileg, tobbmagvi komplexben is lehetséges (7./b abra) [36].

A Dbemutatott, lehetséges koordinacios modokkal képzodé komplexeket
fémiontol, vizsgalati koriilményektol fiiggéen (pl. pH, fémion-ligandum arany)
szamos variacidban bizonyitottak [36]. A jelen doktori munka soran vizsgalt
fémionok koziil a 7./a abra szerinti [NH,,Nyq]-kelat dominancidja egyértelmii a
Ni*"-ionnal, melyet elészr Brown és mts-i a Ni* -glicinhidroxamsav rendszerben
képz6do 1:2 fémion-ligandum aranyu komplex esetén igazoltak rontgendiffrakcios
vizsgalatokkal [73]. A két [NH,,Npq]-kelat egyiittes koordinacidjat sok a-
aminohidroxdmsav szarmazék esetén is kimutattik, tobbek kozott a Cu®'-o-
alaninhidroxamsav rendszerben is [36]. Az eredmények egyértelmilen mutatjak e
rendszer esetén, hogy a koordinacié6 pH = 3 felett a hidroxamat-oxigéneken
keresztiili kotodéssel indul, de pH > 6 esetén tisztan a nitrogéneken kotédik a
ligandum a fémionhoz 8./b abra). A kialakult 4N-es komplex stabilitasa pH = 9
felett még nagyobba valik, ugyanis a koordinalt hidroxamatok egyike protonjanak
leadasat kovetéen a masik hidroxamat-OH-val hidrogénkotésbe 1ép, mely kialakult
kotésmod a ligandumok egymashoz képesti cisz(Z) elrendezédésével valosulhat
meg (8./c &bra). A koztes, viszonylag sziik pH = 4 - 6 tartomanyban egy
tobbmagvu részecske képzodik kb. 40 %-ban, melyben a ligandum az [NH,,Ny;q.]-
és [0,0]-donorcsoportokon at egyarant koordinalodik egy-egy fémionhoz.

(@ - (b) (©

8. dbra: A Cu’'- a-alaninhidroxdmsav rendszerben igazoltan kialakulé komplexek

Ezen tobbmagvi részecske szerkezetét Pecoraro és mts-i egy 2001-ben megjelent
kozleményben 5 fémion és 5 ligandum kapcsolodasaként tételezte fel [74], de az

-16 -



Csapo Edit doktori (Ph.D) értekezés

oldatban 1étez6 valds szerkezetet Dallavalle és mts-i ESI-MS modszerrel a 8./a
abran lathato Osszetételiinek azonositotta [75]. Mindezek alapjan 4 fémion 4
ligandummal alkot egy jol definialt gytriit, és egy tovabbi fémiont a gylirli kzepén
kéthetnek a ligandumok.

A Cu®'-ionnal ellentétben a Ni*'-ion a 8./b &bran feltiintetett modon,
kizarolag a nitrogéneken keresztiil koordindlédik a fémionhoz, a képz6do
biszkomplexek nagy stabilitasuak, jellemzden siknégyzetes geometrigjuak [36, 69].
A Zn*"-komplexek esetén vegyes koordinaciés médot igazoltak, de a hidroxamat-
oxigének preferaltsagat nagyobbnak talaltak [34, 36, 69].

A P-aminohidroxamsavaknal mar az aminocsoport, [-helyzetének
kbszonhetden, a hidroxamat-N-nel hattag [NH,,Ny,iq.]-kelat kialakitasara képes. Az
eredmények alapjan a Ni*"-komplexek esetén teljesen hasonlé koordinacidés modot

allapitottak meg, mint az o-

NH; o . ; , o
Q‘/\ szarmazékokndl, a siknégyzetes,
,\CIIZ* ;

NN Nk, négy nitrogénen keresztiili
/O :Cuz; e, ., y P
/ \ AN koordinaciot UV-lathato
O\\ 0----[Cu2* -0 ., . ’

i o \ / spektrofotometriaval igazoltak

Pid SN s L , 2+ .
H,N e [71], mig a Zn " -B-amino-
\o/ ‘*H hidroxamsav rendszerekben a teljes

2

9. dbra: A Cu’’- B-Alaha rendszerben pH = 3-9 vizsgilt pH-tartomdnyban a

tartomanyban jelenlévd [CusL,H.4]*" 6sszetételii hidroxamatszerii koordinaciot
részecske szerkezete talaltdk dominansnak [36, 71]. A

Cu**-B-alaninhidroxdmsav rendszerben, az o-szirmazékhoz képest, nagyobb

mértékli valtozas figyelhetd meg, mint az a masik két fémion rendszereiben
megallapithato volt. A koordinacié ugyan itt is a hidroxamat-oxigéneken keresztiili
kotodéssel indul, de pH > 4 felett az 5-tagu [O,0]- és 6-tagu [NH,,Nyq]-kelatok
egyidejii koordinacioja egy rendkivil stabilis, fémkorona tipusi komplexben
valésul meg. Ezen részecske nagy stabilitasat, mely pH > 4 felett
egyeduralkodoként, 100%-ban van jelen a rendszerben, az 6ttagihoz képesti kisebb
stabilitasti hattagli [NH,,Npi]- kelatnak a hidroxamat [O,0]-kelattal széles pH
tartomanybeli Osszemérhetd stabilitasa eredményezheti. A fémkorona tipusu
vegyiilet szerkezete, melyet el6szor Tanszéki munka révén igazoltak oldatban
illetve rontgendiffrakcios mérések révén szilard fazisban is, a 9. dbran lathato [70].
A fémkorona vegyiilet jelenlétét Dallavalle és mts-i kés6bb ESI-MS mérésekkel is
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alatamasztottdk [75]. Ezen modszerrel a szerzOk tobb Cu’*'-aminohidroxamsav
rendszerben is ki tudtidk mutatni a fémkorona tipusi komplex jelenlétét. igy pl. a
fenilalanin és triptofan hidroxamsavak valamint az Asp-B-ha esetén is igazoltak a
[CusL4H. 4] Osszetételnek megfeleld részecske jelentét [75-77]. Szintén Dallavalle
¢és mts-i munkéja révén 2007-ben megjelent egy kozlemény az aminocsoportot mar
v-helyzetben tartalmazé hidroxamsav szarmazék (GABAha) komplexképzo
sajatsagaira vonatkozoan [78]. Ezen ligandumnal az aminocsoport y-helyzete
kovetkeztében az [NH,,Ny.|-kelat héttagi, ami jol ismert, hogy sokkal kisebb
stabilitast az 6t- és hattaguhoz képest. Meglepé modon azonban a Cu®'-tartalmu
rendszerben a fémkorona tipusu vegyiilet jelenlétét igazoltak az ESI-MS mérések,
mely komplex pH = 6,5 felett szinte egyediili részecskeként van jelen a
tanulmanyozott rendszerben. Az a-, B- és y-aminohidroxamsavak rendszereiben
képz6d6 fémkorona komplexek stabilitasi allandoit 6sszevetve (B-Alaha, log p =
49,39; a-Alaha, log B = 40,16; GABAha, log f = 36,72) a B >> o > y sorrendet
allapitottak meg [78-79].

Egy aminohidroxamsav esetén az 5. és 7. abran bemutatott koordinacios
modok szama tovabb béviilhet, ha az aminosav oldallanca koordinalodasra képes
donoratomot/donoratomokat ~ tartalmaz. Ezen  aminosavak  hidroxamsav
szarmazékainak oldategyensulyi vizsgalataval kapcsolatban mas kutatdcsoportok
munkaja mellett szamos kozlemény sziiletett Tanszékiinkon is az elmult kb. 15
évben [34-36, 71-72, 77, 79-90]. A gyengén koordinalodo oldallancot magukban
foglald6 aminosavak koziil, pl. a hidroxilcsoportot tartalmazd szerin és treonin, a
fenolos-OH csoportot hordoz6 tirozin vagy a tioéterkotést tartalmazd metionin
hidroxamsav szarmazékainak oldategyensulyi vizsgalata azt az eredményt mutatta,
hogy ezen oldallancbeli donorcsoportoknak nincs mérheté szerepe a
koordinacioban. A molekuldk fémmegkotd sajatsagukat tekintve oldatban
hasonloképpen viselkednek, mint az egyszer(ibb a-aminohidroxamsavak [36].

Azonban pl. a koztudottan erdsen koordinalédd oldallancot tartalmazo
hisztidin hidroxamsav szarmazékanal (Hisha) az oldallancbeli imidazolcsoportnak
meghataroz6 szerepe mutatkozott, mely csoport sok esetben elsédleges fémion-
megkdto lehet pl. a metalloenzimek aktiv centrumaban helyet foglald fémion(ok)
szamara. A hisztidinhidroxdmsav oldategyensulyi vizsgalatat kiilonbozo
fémionokkal kordbban mar tobben elvégezték [34-36, 80-83, 85-86, 89-90].
Megallapitottak, hogy az er6sen koordinalodoé oldallanc jelenléte kovetkeztében a

-18 -



Csapo Edit doktori (Ph.D) értekezés

koordinacios modok lehetdsége az egyszeriibb aminohidroxamsavakéhoz képest
tovabb béviill. A Cu*-hisztidinhidroxamsav rendszerben képz6dé komplexek fobb
koordinacidos modjait a 10. abra mutatja. Ahogy a 10. abran lathato, lehetdség
nyilik az 5. és 7. abran mar bemutatott kelatok mellett pl. az amino-N és imidazol-
N(@3) egyiittes részvételével kialakuld hisztamin-tipusit kelat kialakuldsara is.
Hasonldan az a- és B-alaninhidroxamsavakhoz azt talaltak, hogy a koordinacié pH
~ 3-t0l a hidroxamat-oxigéneken keresztiili kotédéssel indul a Cu**-ionnal, de a pH
novelésével (pH ~ 4,5-t6l) a hisztamin-tipusu kelat kialakitasaval (10./a abra) a
koordinaciod a nitrogén donoratomok fokozatos részvételével valik meghatarozova.

o
H
(a) JLL, /c2 (b) HZN ______ C\‘ll2+ (C) "LL.‘ c//
CH = | \ CH \
| NH CH__ N / N—O
HaN, N\/ ~STTNG 0 HaN, N
Cy\ 0----- Cul;*-“NH2 /\C‘{H /H

HN | _——N CHAn HzN\, )
e /CH% // / CH—_ /
c / CH, o C

\\O

10. abra: A Cu’'-Hisha rendszerben képz6dé néhany komplex igazolt
koordinaciés modjai

Nagyobb pH-n (pH ~ 7 felett) az imidazolrél a hidroxamat-N-re tevddik at a
koordinacio, s a 8./b abran mar bemutatott, jelen esetben hattagti [NH,,Np;q,]-kelat
alakul ki, hasonldéan, mint az egyszerii a-alaninhidroxamsavnal. Tovabb novelve a
pH-t (pH > 9) az egyik koordinalt hidroxamat deprotonalédasaval ,,hidroximato-
kelat” kialakulasat figyelték meg. (10./c abra) A pH = 4 - 6 tartomanyban, kb. 20
%-ban, vegyes koordinacios moddal kétmagvi (dimer) részecskék is megjelennek,
melyek képzddését ESR mérésekkel is igazoltak (10./b abra) [36].

A korabbi munkak eredményei azt mutattak, hogy a donoratom preferenciat
tekintve a Ni*"-ion ezen ligandummal masképpen viselkedik, mint a Cu**-ion és
egyértelmiien csak a nitrogéneken keresztiili koordinacié dominal. A pH ~ 9-ig
képz6do oktaéderes mono-, és biszkomplexekben hisztamin-tipusu, majd a [NiL,]
részecskében mar a hidroxamat-N kotédésével is kialakuld tridentat, [NH,Nimiq,
Nhiar]-koordinaciot tamasztanak ala a spektralis paraméterek. Oktaéderesbdl
siknégyzetesbe torténd geometriavaltas figyelhetd meg pH ~ 9 felett, a kialakulo
planaris geometriaji komplexben a 10./c abrdn mar bemutatott hidroximat-kelat
képzédik [36, 82]. A Zn* -ionnal ugyan kétési izomerek képzédnek, de pH = 6 -ig
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a tisztan hidroxamat-oxigéneken keresztiili koordinacio igazolt. A pH tovabbi
novelésével az NMR mérések alatdmasztjak, hogy a ligandum mind az amino-N,
imidazol-N(3) és az egyik hidroxamat-O-jén kotodik a fémionhoz [34, 36].

Az eddig bemutatott koordinaciés moédok szama még tovabb béviilhet, ha a
monohidroxdmsav molekula oldallanca az amino,- és imidazolcsoportok mellett
peptidcsoportot is tartalmaz. A hisztidintartalmi peptidek koordinacios kémiai
sajatsagat szamos kutatdcsoport tanulmanyozta/tanulmanyozza tobb aspektus
alapjan is. A kutatasok azt mutatjak, hogy a komplexképzdodés nagyban fiigg pl. a
fémion természetétél, a fémion-ligandum aranytol, a hisztidin-oldallancok
szamatol és féleg a hisztidinnek a peptiden beliil elfoglalt poziciojatol is. Példaként
emlitenénk csak, hogy dipeptideknél az N-terminalis hisztidin, illetve
oligopeptideknél az 1. helyzetben talalhaté hisztidin jelenléte a Cu®- és Ni*'-
komplexeiben hisztaminszerti koordinaciét eredményez, de a Ni*"-komplexeiben
kialakulo stabilis 6-taghh kelat képes megakaddlyozni az amid-nitrogének
deprotonalodasat is [91].

A mar 2. helyen hisztidint tartalmazo peptidek esetében lehetéség van
(5,6)-tagu csatolt kelatrendszer kialakulasara, ez az [NHp,N,Ninq] tipusa
koordinacios moddal valik lehetségessé (11./a abra). Ezt a GlyHis [CuLH,]
komplexe esetén sikeriilt el0szor kimutatni [92], de tobb rontgendiffrakcios
szerkezetvizsgalat is alatamasztja e [CuLH_;] részecske 1étezését [93].

0
J 4
/CHz—C\ elele] o /CHZ—C\ /coo
N, N—cH \ —N N—CH
“Cn2t
Cu CH, e |
’ /N—/<\ NH2
(a) 4 4
NH
11. dbra: A Cu®’ - GlyHis rendszerben képz6dé [CuLH.;] (a) ésa Cu’'-
GlyGlyHis rendszerben képz6d6 [CuLH_;] (b) komplexek kdtésmodja

Azon peptideknél, amelyek a hisztidin aminosavat mar harmadik helyen
tartalmazzak, nagy stabilitasi [MLH.,] részecske jelenlétét irtak le Cu®'- és Ni*"
tartalma rendszereikben. A megvalosuld koordinacios mod, melyet a 11./b abra
szemléltet, [NH,,N",N",N;iq], ahol az amid-nitrogének deprotonalodasa kooperativ
médon megy végbe. Ennek eredményeképpen egyidejiileg képzodik a harom
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kelatgytrtit (5,5,6) tartalmazo csatolt kelatrendszer, ami kiugroéan nagy stabilitast
eredményez. Mig a hisztidintartalmt peptidek koordinacios sajatsagait kifejezetten
nagyszamu irodalom, koztik tobb nagyobb Osszefoglald kozlemény és
konyvfejezet is részletezi [94-102], ezzel ellentétben peptidek hidroxamsav
szarmazékaira vonatkozoan csak néhany cikket olvashatunk, azok is mnéhol
ellentmonddak [37-38].

Ahogy azt érint6leg mar a 2.4 fejezetben emlitettiik, csoportunkban a *90-es
évek elején a kollagenaz enzim inhibitoraként szabadalmaztatott ProLeuGlyNHOH
vegyiilet fémmegkotd sajatsaganak tanulmanyozasaval kezdédtek el vizsgalatok
peptidhidroxamsavakkal [39]. A kutatomunka oldallancban koordinalédasra nem
képes peptidek, mint az AlaAla, AlaSer ¢s AlaGlyGly molekuldk primer és
szekunder (N-metil) hidroxamsav szarmazékaval folytatodtak néhany éve [40-42].
Megallapitast nyert egyrészt, hogy mind az AlaAlaNHOH és AlaSerNHOH
ligandumok hasonlé fémmegkotd sajatsaggal rendelkeznek. Az eredmények
egyértelmiien mutattak, hogy ezen két ligandummal a vizsgalt fémionok koziil a
Fe’'- és Al’"-ionok kizarélag a hidroxamat [0,0]-kelaton kotddnek a ligandumhoz,
mig a Zn*"-ion esetén kotési izomerek jelenlétét allapitottak meg [40].

A Ni*"- és Cu*-ionokat tartalmazo rendszerben, ellentétben a masik harom
fentebb emlitett fémionnal, pH ~ 6 felett megtortént a peptid-NH deprotonalodasa,
s a ligandum az [NH,,N",Ny;4,] donoratomjain keresztiil koordinalodott a fémionhoz
az [MLH,] komplexben [40]. Reprezentativ példaként a Cu’"-AlaAlaNHOH
rendszerben a pH = 3 - 11 tartomanyban képz6dé komplexek legvalosziniibb
kotésmodjai a 12. abran Osszefoglalva lathatoak. Ha a hidroxamat-N-t a
koordinaciobdl kiiktattak, (N-Me-szarmazékok) a fémionok ligandumhoz valo
kotodése a hidroxamat-N helyett a hidroxamat-oxigén részvételével kovetkezett be
az [MLH.,] Gsszetételli részecskében az [NH,,N',Oy;q.] donoratomokon keresztiil
[42].

-21 -



4

Imidazoltartalmii monohidroxamsavak oldatbeli kélcsonhatisa Cu’*-, Nitt- és

R Hp
HN o\ N ‘37_‘ /o
cuzt
\O/'C‘!\ /CH—C<
\ o}
o NH \C/N;\ _N—O0H

Zn’"-ionokkal

*HsN
— O\\ S d
cu N N
HN—g N o, o \:C o2
AN R CH 0N
. N N .
[CuLH] RN 2
N, o—nH
[CulLH,]
[Cu,L, ™
H,0 0
e s
HyN-=-=—_ { 2+ 0, 0. c c
/2 */,Cu \\N/ . kc/ SN \
N /
N\J‘CH\ / | o l / CHwv
’ 7’ N, !
N C Nt N N-~~__ { 2+
— X AN ~Cu?-_
/ D e
/
0 g H,O
[CuzL,H 4]

12. dbra: A Cu®'-AlaAlaNHOH rendszerben a pH = 3-11 tartomanyban képz6d6
komplexek legval6szintibb kotésmod;jai
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2.6. Célkitiizések

A kutatocsoportunkban hosszi ideje tanulmanyozott fémion-hidroxamsav
rendszerek oldategyensulyi vizsgalataba bekapcsolodva a jelen doktori értekezés
keretében célunk volt olyan monohidroxamsavak fémmegkotd sajatsagat
tanulmanyozni, melyek Rc oldallanca koordinalodasra képes, potencialis
donoratomo(ka)t tartalmaznak. A hidroxamsavcsoport mellett ugyanis ezen
oldallancbeli donorcsoportoknak kiemelt szerepe lehet a molekula metalloenzim
inhibicids sajatsaga szempontjabol, mivel irodalmi eredmények mutatjak, hogy az
inhibicid szelektivitasa, a molekularis felismerés jelentésen befolyasolhato, ha egy
hidroxdmsav molekula, funkcidscsoportja mellett, olyan donorcsoporto(ka)t is
tartalmaz, melyek masodlagos kolcsonhatasok —kialakitasaval az enzim
kot6helyeinek  azonositasaban  segithetnek. Egy inhibiciés mechanizmus
tanulmanyozasahoz bizonyosan hozzédjarulhat a fémion-ligandum oldatbeli
kolcsonhatasok  alapos  feltérképezése.  Ennek  eredményeképpen  pH-
potenciometrias és  kiilonféle szerkezetvizsgald modszerckkel —egyrészt
tanulmanyoztuk, hogy az R¢ oldallancbeli donorcsoportok helyzete (a-, B-, y-
helyzet), tipusa (amino-N és/vagy imidazol-N, peptidcsoport(ok)) illetve szdma
(egy, kettd, harom/négy) hogyan befolyasolja a molekula koordinacids sajatsagat
egy egyszerii monohidroxamsavéhoz képest.

JOl ismert korabbi irodalmakbdl, hogy szamos esetben nemcsak a
hidroxamat-oxigéneknek, hanem a hidroxamat-N-nek is, ha lehet6sége van
koordinalddni (Ry = H esetén), meghatarozo szerep jut a fémionok megkdtésében.
Ennek eredményeképpen a dolgozatban tanulmanyoztuk azt is, hogy az Ry csoport
hidrogénrél metilcsoportra torténd cseréjének kovetkeztében a hidroxamat-N
koordinaciobol vald kiiktatdsa milyen hatdssal van a ligandumok koordinacios

sajatsagaira a vizsgalt fémionok vonatkozasaban.
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3. KISERLETI KORULMENYEK ES VIZSGALATI MODSZEREK
3.1. Felhasznalt vegyszerek és vizsgalt ligandumok

A vizsgalt ligandumok koziil az im-4-Cha, N-Me-im-4-Cha, im-4-Aha, N-
Me-a-Alaha ¢s N-Me-B-Alaha Tanszékiinkon, illetve a Lisszaboni Egyetemen Dr.
Batka David és Dr. Buglyo Péter munkaja révén keriilt eléallitasra részben Gjonnan
kialakitott eljaras szerint, valamint korabbi irodalmakat felhasznalva [34, 103]. Az
N-Me-B-Alaha analogjaként ugyancsak eldallitani kivant N-Me-im-4-Aha
ligandum szintézisére sok kisérletet tettek, azonban kiilonb6zé reakcioutakat
valasztva is valamennyi kisérlet sikertelen maradt, egyetlen modszerrel sem kaptak
tiszta, stabilis végterméket.

A peptidhidroxamsavakat Olaszorszagban (Catania) Prof. Giuseppe
Pappalardo kutatocsoportjaban Chiara A. Damante és Giuseppe Di Natale
szintetizalta szilardfazisu peptidszintézissel.

A hisztidinhidroxamsav (Hisha) ugyan kereskedelmi forgalomban kaphato,
de a vegyiiletet reproduktiv szintézissel mi is eldallitottuk oldategyensulyi
vizsgalatainkhoz [104]. A Hisha tovabbi szarmazékait (N-Me-Hisha és Z-Hisha)
jelen doktori munka soran Ujonnan allitottuk eld. A szintézisutak tervezése
valamint a reakciokoriilmények kidolgozasa a Lisszaboni Egyetemen Prof. M.
Amélia Santos segédletével kezdodott. Az N-Me-Z-Hisha vegyiilet eldallitasat is
terveztik, de a szintézis mar jelen dolgozat keretein beliil id6 hianyaban nem
késziilt el.

Az oldategyensulyi vizsgalatokhoz a ligandumokbdl vizben vald oldéssal
olyan torzsoldatokat készitettiink, hogy a titralandd mintakban a ligandum
koncentracidja a 0,002 - 0,004 M tartomanyban legyen. A pH-potenciometrias
titralasoknal ~ 0,2 M HCl és KOH mérboldatokat hasznaltunk. A sbésav
mérdoldatot tomény, 36 %(m/m) soésav (Scharlau) higitasaval készitettikk, mig a
KOH-oldat elkészitéséhez Merck gyartmanyu szilard KOH pasztillat hasznaltunk.
A mérések soran 0,20 M ionerdsséget alkalmaztunk, amelyet 1 M-os KCI oldattal
allitottunk be.

A fémionok esetében a Tanszéken kordbban készitett torzsoldatokkal
dolgoztunk. A Cu®" - és Ni*"-oldatok az a.lt. tisztasaga szilard fém-kloridok kétszer
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desztillalt vizben vald oldasaval késziiltek. A Zn*"-oldat a ZnO pontosan ismert
mennyiségli (~ 0,1 mol/dm®) sosav oldatban t5rténd oldasaval késziilt. Ezen oldat
pontos sésavtartalmat, mely a 0,01 - 0,03 mol/dm’ koncentracié-tartomanyba esett,
pH-potenciometriasan hataroztuk meg. A fém torzsoldatok pontos fémion
[105]. Az '"H NMR titralasokhoz 99,8 %-os izotoptisztasagu, az ISOTEC Inc. altal
eléallitott D,O-t, (CD3),SO-t, DCI- és NaOD-oldatokat hasznaltunk.

3.2. Az uj ligandumok eloadllitisa

Minden vegyszer €s olddszer a.lt. minGségli volt és tovabbi tisztitas nélkiil
hasznaltuk fel. Az L-a-Hisztidint, az N-karbobenziloxi-L-a-Hisztidint (Z-
Hisztidin), a hidroxilamin hidrokloridot, az O-benzil-hidroxilamin hidrokloridot, az
etilkloroformiatot valamint az N-Me-morfolint az Aldrich-tdl szereztik be. A
szintézishez hasznalt olddszereket, metanolt (MeOH), diklérmetant (CH,Cl,),
tetrahidrofurant (THF), etilacetatot (EtOAc), acetonitrilt (MeCN), etanolt (EtOH)
és kloroformot (CHCIs), a Spektrum-3D-t6l vasaroltuk. A MeOH szaritasat N,
atmoszféra alatt magnéziummal végeztik, szaraz THF-t szintén N, alatt, frissen
préselt Na drot és benzofenon segitségével nyertiink [106]. A vegyiileteket
klasszikus, oldatfazisi laboratoériumi szintézissel allitottuk el6. A reakcidk
lejatszodasat vékonyréteg kromatografiaval kovettilk, valamint a termékek
tisztasagit 'H NMR spektroszkopias és ESI-MS mérések mellett pH-
potenciometrias titralassal is ellendriztik.

Z-hisztidinhidroxamsav (Z-Hisha)

Z-hisztidin metilészter  HCI (1)

A vegyiilet eléallitasahoz 2,00 g (6,92 mmol) Z-hisztidin 30 cm’ absz. metanolos
oldatat szaraz HCI-gazzal telitettiink kb. 1 6ran keresztiil jeges fiirdé alkalmazasa
mellett. A szaraz HCl-gazt csiszolatos gazfejlesztd késziilékbol, NH,CI és tomény
kénsav (98 %(m/m)) reagaltatasaval allitottuk eld. Egy ora eltelte utan a
reakcioelegyet szarazra paroltuk, a kivalt fehér anyagot kevés éterrel mostuk,
vakuumban szaritottuk. Kitermelés: 2,00 g, 85 %
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"H NMR: (360 MHz, DMSO-dq): & = 7,96 (s, 1H, imH?), 7,37-7,26 (m, 6H, imH’
and -C¢Hs), 4,99 (s, 2H, CcHsCH,-), 4,44 (q, 1H, -CH-), 3,63 (s, 3H, -CH3), 3,07-
3,01 (m, 2H, -CH,-)

Z-hisztidinhidroxamsav - HCI (Z-Hisha)(2)

2,00 g (5,89 mmol) (1) terméket 40 cm’ absz. MeOH-ban allandd kevertetés
mellett, jégbe hiitve oldottunk. Az oldathoz metanolos KOH oldatot adtunk (az
oldat pH ~ 9-re beallitva). Az észter ezen oldatat cseppenként hozzaadagoltuk 0,74
g (10,60 mmol) NH,OH " HCI-t és 0,86 g (15,32 mmol) KOH pasztillat tartalmazo
30 cm’ lehiitott MeOH-os oldathoz.

A reakcidelegyet tovabbi 1 oOrat jégbe hitve kevertettik, majd a kivalt KCl-ot
kisziirtiik, az oldatot felére beparoltuk és egy éjszakara hiitdbe tettiik. A kivalt fehér
kristalyos anyagot masnap leszirtiikk, kevés absz. Et,O-rel mostuk, majd
vakuumban szaritottuk. MeOH-bol kétszer is atkristalyositottuk. Kitermelés: 350
mg, 18 %

"HNMR: (360 MHz, DMSO-dq): & = 7,61 (s, 1H, imH?), 7,37-7,31 (m, 5H, C¢Hs),
6,83 (s, 1H, imH?), 5,00 (s, 2H, C¢HsCH.-), 4,22 (q, 1H, -CH-), 2,97-2,90 (m, 2H,
-CH,-)

ESI-TOF MS: [C14H;N404]": 305,125 m/z

N-metil-hisztidinhidroxdmsav (/N-Me-Hisha)

N-metil-O-benzil-Z-hisztidinhidroxamsav (3)

Z-Hisztidint (2,06 g, 7,13 mmol) szaraz, frissen gytjtott THF-ban (50 cm’)
oldottunk fel, lehiitottiik és hozzaadtuk az etilkloroformiatot (0,82 cm’, 8,56 mmol)
és az N-metil-morfolint (1,02 cm’, 9,27 mmol). Az elegyet 40 percig N, atmoszféra
alatt jégfiirdoben kevertettiik. Az N-metil-O-benzil-hidroxilamin - HCI-t (1,85 g,
10,7 mmol) szaraz, frissen desztillalt MeOH-ban oldottuk (10 cm’), lehiitottiik,
majd hozzaadtunk KOH pasztillat (0,60 g, 10,7 mmol) és az elegyet 25 percig
szintén N, atmoszféra alatt 0 °C-on tartva kevertettik. A két oldatot Schlenk
technikaval N, atmoszféra alatt 6sszeszirtiik. (Ez a technika azért is jo, mert az
oldatokbol kivalé N-Me-morfolins6t valamint a KCl-ot is el kellett tavolitani.) A
reackioelegyet N, alatt két oradig 0°C-on, majd tovabbi két Oraig
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szobahomérsékleten kevertettiik. Ezt kdvetden a reakcidelegyet beparoltuk, majd a
visszamarado sarga olajat CHCl; : MeOH = 95 : 5 olddszerelegy alkalmazasa
mellett oszlopkromatografias modszerrel tisztitottuk. Kitermelés 550 mg, 20 %,
Rf{termexy = 0,20.

'H NMR: (360 MHz, DMSO-dq): & = 8,01 (s, 1H, imH?), 7,73-7,32 (m, 11H, -CHs,
-NH), 6,95 (s, 1H, imH’), 5,00-4,93 (m, 5H, C¢HsCH.- és -CH-), 3,15 (s, 3H, -
CH3), 2,89-2,77 (m, 2H, -CH,-)

N-metil-hisztidinhidroxamsav HCI (N-Me-Hisha)(4)

A (3) termék védbesoportjainak katalitikus hidrogénezéssel torténd eltavolitasaval
allitottuk el6 a (4) végterméket. Mivel a védett molekula stabilabb, mint a
hidroxdmsav szarmazék, ezért a katalitikus hidrogénezést a kovetkezd recept
alapjan minden esetben kozvetleniil a ligandum felhasznalasa el6tt végeztik el. A
(3) terméket (150 mg, 0,37 mmol) absz. metanol (20 cm’) és 4-5 csepp cc.
sosavoldat elegyében feloldottuk, majd ~ 35 mg Pd/C katalizatort (10 (%(m/m))
adva hozza H, gaz talnyomassal, 5 oran keresztil hidrogéneztik. A
reakcioelegyb6l a katalizatort kettdés reddsszirével kisziirtik, az oldatot
vakuumban (40 °C) szarazra paroltuk. A kapott olajos terméket éterrel mostuk,
vakuumban szaritottuk. Szaritas utan fehér, kristalyos, finom eloszlasu végterméket
kaptunk. Kitermelés: 80 mg, 90%

"H NMR: (360 MHz, D,0): § = 8,55 (s, 1H, imH?), 7,35 (s, 1H, imH’), 4,45 (q, 1H,
-CH-), 3,45 (s, 3H, -CHj3), 3,06-3,02 (m, 2H, -CH,-)

ESI-TOF MS: [C;H5N,40,]": 185,102 m/z

3.3. A vigsgalati modszerek elvi alapjai, alkalmazott kisérleti koriilmények

3.3.1. pH-potenciometria

Vizsgalatainkat  valamennyi  tanulmanyozott rendszer esetén pH-
potenciometridas mérésekkel inditottuk, mely az oldatfazisban lejatszodo
komplexképzddési folyamatok egyenstlyi vizsgalatanak legaltalanosabb kisérleti
modszere. Alkalmazhatdsaganak feltétele, hogy a ligandum és a fémion kozotti
komplexképzodés pH-effektussal jarjon. Mivel a ligandum gyenge bazisnak
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tekinthetd, ezért a komplexképzddés kompetitiv reakciot jelent a H'-ion és a
fémion kozott. Ennek eredményeképpen a pH mérésébol kovetkeztetni lehet a
képz6d6 komplex(ek) stabilitasara. A komplexképzddésre az alabbi altalanos
egyensuly irhat6 fel:

pPM+gL+rH === M,LH, (1

M : fémion, L : teljesen deprotonalt ligandum, A : proton
P, q, r: sztdchiometriai egyiitthatok
(‘A részecskék toltését az egyszeriibb kezelhetdség miatt nem tiintettiik fel.)

A pH-potenciometrias vizsgalatok célja, hogy a képz6dé komplexek
Osszetételét és stabilitasi allandoit meghatarozzuk. A részecskék stabilitasi szorzata
a kovetkezo altalanos egyenlettel irhaté fel:

[M,L,H,)

S el s et (2)
[M][LT'[H]

B =

A kisérleti adatokbodl a fémkomplexekre meghatarozott stabilitasi szorzatokat
a PSEQUAD nevii szamitogépes programmal szamitottuk ki [107]. Az értékelések
soran komponensként szerepeltek: a fémion (M), a teljesen deprotonalt ligandum
(L) és a proton (H). A mintdhoz adott mérdoldat térfogat — pH kisérleti
adatparokon kiviil bemend adatként meg kell adnunk az asszociatumok (kiilonboz6
protonaltsagi foku ligandum, M,L H, fémkomplexek és hidroxokomplexek)

szamat, az asszocidtumok Osszetételét, a komponensek kiindulasi teljes

crer

s

altal kijelzett pH-értéknek egyensulyi koncentracioval kifejezett pH-értékre torténd
atszamitasahoz sziikséges un. Irving-féle korrekcios tényezot [108]. A program a
keresett stabilitasi szorzatokat az M, L és H komponensekre felirt anyagmérlegek
(3-5 egyenletek) megoldasaval adja, ahol n a rendszerben képz6dd asszociatumok
szama. A program a kiindulasi adatok figyelembevételével, Newton-Raphson
iteracioval végzi a kozelitést mindaddig, mig a mérdoldatra nézve a X(Ve —
Vszémoh)2 értéke minimumot ad (V: a hozzaadott mérooldat térfogata). Valamennyi
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megadott pH-értéknél kiszamolja az 0Osszes képzddd részecske egyensulyi
koncentracigjat és az adott pontokhoz tartozo standard deviacio értékét.

Cyy =UH1+ Y1, IM1 L1 TH), 3)
Coo =IM1+Y p, M1 1L TH), @)
C, =[L1+ X.4,8,, M1/ L), [H], (5)

Az iteraciosorozat végén megadja a finomitott stabilitasi szorzatokat, a
kisérleti és a szamitott titralasi gorbék pontjaihoz tartozd |V imen-Vzamor €rtékek
atlagat (illesztési paraméter), és a kivalasztott komponensekre vonatkozdan
kirajzolja az asszociatumok koncentracioeloszlasi gorbéjét a pH fiiggvényében. A
dolgozatban kiilonb6z6 tablazatokban feltiintetett stabilitasi allandok Gsszesitésekor
a zarojelben szereplé szam az allandé utolsdé szamjegyével azonos nagysagrend
szerinti standard deviacio értékét jeloli. A feltételezett asszociatumok egy adott
Osszességét nevezziik a rendszer egy modelljének. Az a modell fogadhat6 el, mely
kémiai megfontolasok alapjan értelmezhetd, és amelynél az illesztési paraméter a
legkisebb. A dolgozatban szereplé koncentracioeloszlasi gorbéket a SED program
Windows alatt futd valtozataval, a MEDUSA-val szerkesztettiik meg a képz6do
komplexek 0Osszetétele ¢és stabilitasi allanddja, valamint a komponensek
koncentracidjanak ismeretében [109]. A pH-potenciometrias mérésekhez
Radiometer PHM 84 illetve Radiometer PHM 93 pH-mér6t, Metrohm 715 Dosimat
tipusii automata biirettat és Metrohm 6.0234.100 kombinalt {tivegelektrodot
hasznaltunk. A mérérendszer hitelesitése 0,0500 mol/dm’ koncentraciéji KH-ftalat
oldatra (t = 25,0 °C, pH = 4,008), valamint a vizionszorzat (I = 0,20 mol/dm’
(KCl), t = 25,0 °C, pKyw = 13,76 £ 0,01) értékére tortént. Oldategyensulyi
vizsgalatainkat dontben vizes kozegben végeztikk, de két ligandum esetében a
fémionokkal képz6dd komplexek viszonylag rossz vizoldékonysdga valamint a
ligandum apolaris Z-véddcsoportja miatt méréseinket 50 : 50 %(m/m) DMSO/H,0
oldoszerelegyben is megismételtiik. Ezen két ligandum disszociacios allandoit az
oldészerelegy mellett vizben is meghataroztuk az eredmények jobb
Osszevethetosége érdekében. Az oldoszerelegyes vizsgalatainknal a rendszer
kalibralasa az irodalomban rogzitettek alapjan tortént [110]. Nevezetesen, a
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kalibralas a vizes kozegbeli mérésekhez hasonléan 0,0500 mol/dm® koncentracioj
vizes KH-ftalat oldatra (t = 25,0 °C, pH = 4,008) tortént. A reprodukalhato
eredmények biztositasa érdekében az elektrodot a mérések el6tt 3-4 napig az
alkalmazott oldészerelegyben kondicionaltattunk. Az 50 : 50%(m/m) DMSO/H,0
oldoészerelegyben a meghatarozott vizionszorzat pK,, = 15,41 + 0,01 érteknek
adodott.

Az egyensulyi méréseknél a mintak hémérséklete 25,0 + 0,1°C volt, melyet

ultratermosztattal tartottunk alland6 értéken. A méréseket argon atmoszféra alatt
végeztik, ahol a gaz a mintan atbuborékolva egyben a kevertetést is biztositotta. A
pH-potenciometrias méréseket vizes kozegben a lehetséges pH = 2,0 — 11,0, mig
oldoszerelegy esetén pH ~ 13,50-ig végeztikk. Csapadékképzodésnél pH-tol
fliggetleniil minden esetben abbahagytuk a titralast. A mérésekhez elkészitett
mintak 4,00 és 5,00 cm’ térfogatiiak voltak, a ligandum mennyisége a mintakban
0,0015 — 0,004 mol/dm’® kozétt valtozott a rendelkezésiinkre allo vegyiiletek
mennyiségétél és oldékonysagatdl fiiggéen. A molekuldk savi disszociacios
allandoit kiilon titralasokban, csak a ligandumot tartalmazo mintakban hataroztuk
meg. A kiértékeléshez a SUPERQUAD nevii programot hasznaltuk, amely a
ligandum savi disszociacios allandéi mellett a kiindulasi ligandum- és
protonkoncentraciok finomitasara is képes [111]. Minden esetben az alkalmazott
~ 0,2 M HCI és KOH méréoldatok pontos koncentracio értékeit szintén pH-
potenciometrias titralasokkal hataroztuk meg Gran modszerét alkalmazva [112]. A
komplexképz6dés tanulmanyozasa soran a fémion-ligandum arany 1:1 és 1:4
kozott valtozott, a peptidhidroxamsavak esetén fémfelesleg alkalmazasa mellett is
végeztlink titralasokat, ahol 1,5:1 aranyt allitottunk be.

A pH-potenciometrias mérésekkel nyert informaciok alapvetd fontossaguak a
komplexkémiai vizsgalatokban, de a kotésmodokra bizonyiték nem nyerhetd.
Eléfordulhat az is, hogy egy rendszer tobb, kémiailag realis modellel is kozelit6leg
egyforman jol leirhato, vagy két részecske képzddése azonos pH-effektussal jar és
ezzel a modszerrel egymastol nem kiilonboztethetok meg. Mivel a meghatarozott
stabilitasi allandék nem adnak felvilagositast arrdl, hogy a képzodé komplexekben
milyen kotésmod valosul meg, milyen a komplex geometridja, ezért
oldategyensulyi jellemzéshez mas, szerkezeti informacidkat nyujtd vizsgalatok is
sziikségesek (pl. UV-lathatd spektrofotometria, CD, NMR vagy ESR
spektroszkopia).
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3.3.2. UV-lathato spektrofotometria

UV-lathaté spektrofotometrias méréseket a Cu®’- és Ni*'-ionokat tartalmazé
rendszerekben végeztiink. Ezen fémionoknak az elektronszerkezetiikb6l adodoan
jellegzetes, d—d atmenetekhez tartozd elnyelésiik van elsdsorban a lathato
hullamhossztartomanyban. Az atlagos kornyezeti szabalynak megfeleléen egy
adott fémion esetén az elektronabszorpcids spektrum elnyelési maximuma (Amay)
alapvetden fiigg a fémionhoz koordinalé donoratomok tipusatol és a komplex
képz6dott komplexek szerkezetére, geometriajara, valamint a koordinalddo
donoratomok szamara és mindségére is kovetkeztethetiink.

A tetragonélisan torzult oktaéderes geometriaji Cu’*-komplexek esetén az
2Eg alap- és a szg gerjesztett allapott energiaszintek felhasadnak — a gyenge és az
er6s terll ligandumokkal kiillonbozéképpen, de mind a két esetben négyfelé —, és az
igy létrejott szintek kozott haromféle d-d atmenet lehetséges. Ezek az atmenetek
gyakran egyetlen savva olvadnak 0ssze, és az energiajukat, ill. az intenzitasukat
nagyban befolyasolja a koordinalt donoratomok szdma és mindsége. Abban az
esetben, ha nincs szamottevd axidlis koordinacio, a Cu*"-komplexek varhato
abszorpcios maximuma a Sigel és Martin altal felirt empirikus egyenlettel (6.
egyenlet) [95] szamolhat6. A szamolashoz sziikséges donoratomok 1n.
hozzajarulasi tényezdit (X;) szamos aminosav ¢és peptid, nagyszami
spektrofotometrias mérései alapjan hataroztak meg [95, 102], mindemellett a
hidroxamat-donorok x; értékeinek meghatdrozasara korabbi tanszéki vizsgalatok

eredményei nyudjtanak informaciot [42, 113].

0,456 (NHy) 0,434 (Nowa) s
0,346 (COO) 0,384 (O'hiar) Amax = ———L[nm] (6)
0,294 (CO/H,0) 0,470 (N'ya.) 2%

0,494 (N',)

Az egyenlet alapjan a vizes oldatban jelenlévé [Cu(H,0)s]*" ion négy ekvatorialis
vizmolekulajanak oxigén- vagy nitrogéndonorokkal torténd szubsztitucidja az
abszorpcidos maximumot a kisebb hullamhosszak fel¢ tolja el. Ez az effektus
kiilonésen nitrogéndonoroknal jelent6s. A kvantitativ Osszefiiggés megadasat
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azonban neheziti, hogy az effektus nagysaga a donoratom kémiai természetén kiviil

figg a kelatgyliri méretétdl, valamint a ligandumhoz kapcsolodo, de a
koordinaciéban részt nem vevd szubsztituensekt6él is. Tovabba, ezek az
Osszefiiggések nem alkalmazhatok abban az esetben, ha axialis koordinacid valosul
meg, mivel az axialis koordinacio a A, értékének jelentds eltolodasat eredményezi
a nagyobb hullamhosszak felé (Gn. vords eltolodas) [114]. A Cu®'-komplexek
esetén tovabbi informacidt szolgaltathat, a lathato tartomanyban megjelené d-d sav
mellett, egy Apax = 350-380 nm hullamhossztartomanyban a hidroxamat-oxigének
koordinacidjahoz rendelhet6 toltésatviteli sav megjelenése is [30-31,36, 40].

A Ni"*-komplexek két leggyakoribb koordinaciés szama 6 és 4. A 6-os
koordinacios szamu, oktaéderes komplexekhez harom, viszonylag kis intenzitasu
d—d atmenet tartozik (&pax < 30 dm3/mol-cm), a 770 - 1430 nm (3A2 -3 T,), az 500
- 910 nm CA, — Ty (F)) és a 370 - 520 nm (CA, — °T, (P)) hulldmhossz
tartomanyokban. Ezen savok mellett 1étezik egy még kisebb intenzitasu, spin tiltott
(A, — 'E) atmenet is, amely altalaban csak vallként jelenik meg valamelyik
cstucson. A 4-es koordinacids szamu, tetraéderes Ni*'-komplexek spektrumaban
mar nagyobb intenzitast (&y.x ~ 10— 10° dm3/m01-crn) savok talalhatok az 500 -
900 nm hulldmhossznal. A szintén 4-es koordinacidés szami, diamagneses
sajatsagu, siknégyzetes geometriaju komplexek, melyek konnyen alakulnak ki mas
geometriagju  komplexekbdl, ¢és gyakran képzOdnek kiilondsen erds terl
ligandumokkal vald kolcsonhatasban (pl. amid-nitrogént tartalmazé peptidekkel),
400-550 nm koriill adnak egy elég intenziv savot (Emax ~ 50 - 500 dm’/mol-cm).
Mindemellett egy masodik, még intenzivebb sav taldlhaté 430 nm alatt, amely
gyakran toltésatviteli eredetti [1, 115].

Az UV-lathat6 spektrofotometrias mérések Perkin Elmer Lambda 25 tipusu
kétsugaras spektrofotométeren torténtek a 250-900 nm hullamhossz tartomanyban.
A mérésekhez minden esetben 1 cm tthosszi kvarckiivettakat hasznaltunk. A
spektrumokat Cu*"- és Ni*"-komplexek esetén dontéen 1:1 fémion-ligandum
aranyoknal rogzitettiik, de ahol pl. biszkomplex képzddésével illetve fémfelesleg
megkotésével lehetett szamolni a méréseinket 1:2 - 1:4 ¢és 1,5:1 aranyokndl is
elvégeztiik. A titralasos mddban kivitelezett, kiilonb6z6 pH-n felvett spektrumok
segitségével a képzddd komplexek Osszetétele, ill. a stabilitasi szorzatuk is
szamolhatd. Ezeket a szamitasokat is a PSEQUAD programmal végeztik [107],
ahol a pH-potenciometrianal felsoroltak mellett tovabbi bemend adatként szerepel
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a rendszerben képzddd szines részecskék szama, valamint a mintahoz adott
mérdoldat térfogat fliggvényeben a kiilonbdz6 hullamhosszakon mért abszorbancia
értékeket adjuk meg. Az eredmények k6zo6tt a program az egyes szines részecskék
molaris abszorbanciait is megadja a vizsgalt hullamhosszakon.

3.3.3. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A CD spektroszkopia a polarizalt fény és egy optikailag aktiv anyag
kolesonhatasan alapuld spektroszkopiai modszer. A sikban polarizalt fény egy
balra ¢és egy jobbra cirkularisan polarizalt fénysugar Osszegének tekinthetd. Az
optikailag aktiv anyagok, mint az aminosavak és a peptidek, a sikban polarizalt
fényre nézve kiilonb6zé torésmutatojiiak. Egy ilyen kozegen a polarizalt fényt
atbocsatva, a fény polarizacios sikja elfordul. Az elfordulas mértéke a torésmutaton
kiviil fiigg az oldoszert6l, a hémérséklettdl, valamint a mérés hullamhosszatol. A
sikban polarizalt fény két OsszetevOjének kiilonbozé abszorpciodjat cirkularis
dikroizmusnak, vagy felfedezdje utan Cotton-effektusnak nevezik. A cirkularis
dikroizmus gorbét (CD gorbe) akkor kapjuk, ha a kétféle fénysugar
abszorpcidjanak kiilonbségét (Ae = € pa — € jopp) @ hulldmhossz (1) fiiggvényében
abrazoljuk. A CD goérbe maximumai, illetve minimumai az elektrongerjesztési
spektrum maximumainal, illetve ahhoz igen kdzeli hullamhosszaknal jelentkeznek.
A CD spektroszkopia elonye az elektrongerjesztési spektrummal szemben, hogy
savjai viszonylag keskeny Gauss-gorbek, és kozottik joval ritkdbban fordul eld
atfedés, emellett a Cotton-effektus eldjele is szolgaltathat tovabbi informaciokat a
komplex szerkezetérél [116]. Optikailag aktivak az tgynevezett diszimmetrikus
molekulak, melyek masodrendi szimmetriaclemet (tiikkorsikot (o), inverzios
centrumot (i) vagy tikrozéses forgatast (S)) nem tartalmaznak. A fémkomplexek
optikai aktivitasat okozhatja a ligandum sajat — a komplexképzddés elott is
meglévé — aszimmetridja, vagy a koordinacié soran képz6dé komplex
aszimmetridja. Utobbi a kozponti atom koriili aszimmetrikus elrendezédés
kovetkezménye lehet. Ha a komplex optikai aktivitasa a komplexképzddés alatt
alakul ki, vagyis a ligandum maga optikailag inaktiv volt, akkor a
komplexképzddéssel a két enantiomer racém elegyét kapjuk, melyekhez ellentétes
eldjelli, azonos nagysagii Cotton-effektus tartozik, amik igy kioltjdk egymast.
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Ezeket az enantiomerparokat csak kinetikailag inert komplexek esetében lehet

elvalasztani és vizsgalni.

A cirkularis dikroizmus spektroszkopia pl. Cu*'-, Ni*'- és Pd*'-
peptidkomplexek szerkezetének a felderitésében széles korben hasznalt modszer
[117-118]. Az egyszerii di- ¢és tripeptidkomplexekkel kapcsolatban szamos
irodalmi adat all rendelkezésiinkre, melyekbdl levonhatd legfontosabb
kovetkeztetéseket Sigel és Martin foglalta 6ssze [95]. A CD spektroszkdpias
méréseket dontéen a peptidhidroxamsavak és a  hisztidinhidroxamsav
szarmazékainal végeztiink, a Cu®'- és Ni*-ionok esetén. A méréseket a Debreceni
Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén JASCO-810 spektrométeren regisztraltuk,
290-800 nm hullamhossz tartomanyban, szobahémérsékleten, 1 cm uthosszusagu
kiivettat hasznalva. A mintdkban a ligandum koncentraciéja 2-10° - 3-107
mol/dm’, a fémion-ligandum arany 1:1 és 1:2 volt, de a peptidhidroxamsavak
esetén 1,5:1 aranynal is rogzitettiink spektrumokat. A kapott CD gorbék elemzését
egyrészt a gyartd cég altal biztositott kezeld- és kiértékeld programmal végeztiik,
masrészt a PSEQUAD program segitségével tobb esetben is az egyes komplexek
egyedi spektrumat is meghataroztuk [107].

3.3.4. Elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkdpia

Az elektrospin-rezonancia spektroszkopia modszere olyan részecskék
tanulmanyozasara alkalmas, amelyek parositatlan elektront tartalmaznak, azaz
paramagneses sajatsaguak. A spektroszkdpia masik neve, az elektron paramagneses
rezonancia (EPR) is erre utal. A Cu®"-ion paramagneses volta miatt ez a modszer
kivaloéan alkalmas komplexei vizsgalatara. Az ESR spektrumok jellemzdi kozé
tartozik a hiperfinom szerkezet. A szerkezet 1étrejottének oka, hogy az a magneses
tér, amely a magok magneses momentumatdl szarmazik, hatassal van a parositatlan
elektronok méagneses momentumara. Altaldnosan megéllapithato, hogy egy I
spinszamu mag a spektrumban (21 + 1) szamu, azonos intenzitasti finomszerkezetet
hoz létre. A rézionra az I = 3/2, ami azt jelenti, hogy a Cu*"-komplexek esetén 4
vonalbdl 4all a hiperfinom szerkezet. Az ESR spektrumok hiperfinom szerkezete
alapjan a komplexek szerkezeti valtozasaira lehet kovetkeztetni. Az ESR spektralis
paramétereket (g, Ay a (7) és (8) Osszefliggések alapjan szamolhatjuk ki, ezek
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Osszevetése mas ismert koordinacioji komplex paramétereivel segitséget nytjthat a
koordinacios mod és az esetleges térbeli szerkezet valtozasainak felderitésében.

=gt (M)
g =8 H,
g "Hp-a
A [cm™ H h-Bc H (®)
ahol, H;: a mintdban mért magneses térerd [Gauss]

Hy: a standardra kapott magneses téreré [Gauss]
a: parallel csatolési 4lland6 [Gauss]

us: Bohr-magneton (9,27400899-10* J-T™)

h: Planck-allandé (6,625:107* J-s™)

c: a fénysebesség (2,99792458 - 10" cmes™)

Az im-4-Cha, N-Me-im-4-Cha, im-4-Aha valamint a peptidhidroxamsavak
ESR méréseit, a kutatocsoportunkkal szakmai egyiittmiikodésben allo6 Sassari
egyetemen, Olaszorszagban Dr. Daniele Sanna végezte. Varian E-9, illetve Bruker
ER 200D spektrométerek segitségével vette fel az ESR spektrumokat, etilén-glikol
hozzdadasa utan 120 K-re lefagyasztott mintakban. A fémtorzsoldat “Cu(NO;),-ot
tartalmazott. A mintak rézkoncentracidja 0,005 mol-dm, a fémion-ligandum arany
minden esetben 1:1 volt, de a peptidhidroxamsavak esetén fémfeleslegnél is
késziiltek mérések. Kiils6 standardként difenil-pikril-hidrazint hasznalt, melyre
g| értéke 2,0028.

Az  N-Me-hisztidinhidroxdmsav ~ ESR~ méréseit az MTA Kémiai
Kutatokozpontjanak Szerkezeti Kémiai Intézetében Dr. Nagy Nora Veronika
segitségével egy Bruker Elexsys X-savi ESR spektrométeren végeztik. A
spektrumokat cseppfolyds nitrogént tartalmazé Dewar edényben, 77 K-re
lefagyasztott mintakban rdgzitettiik (paraméterek: modulacio: 5G, modulécios
frekvencia: 100,0 kHz, teljesitmény: 12 mW). A vizes kozegbeli mintdkhoz a viz
kikristalyosodasat elkeriilve 1/5 térfogataranyban metanolt adtunk. A méréseket
ekvimolaris oldatban (ccyw+ = 2,2 mM, cji = 2,35 mM) és ligandumfelesleg (ccuwr =
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2,0 mM, c;;; = 10,0 mM) alkalmazéasa mellett, kiilonb6z6 pH értékeken rogzitettiik.
A kapott spektrumokat az ,,EPR” programmal értékeltiik ki [119].

3.3.5. Elektro-spray ionizaciés tomegspektrometria (ESI-TOF-MS)

Az elektro-spray ionizacios tomegspektrometria (ESI-MS) soran a lagy
ionizacioés technika (elektro-spray ionizacid6 = ESI) Iehetévé teszi, hogy
tomegspektrometriaval vizsgaljunk, ezaltal szerkezeti informacidkat nyerjiink
olyan komplexekre, amelyek oldatfazisban léteznek [120]. Az ESI-MS
koriilmények kozott a fragmentacid csak igen kismértékil, igy lehetséges a
komplexhez rendelheté direkt jel észlelése. A komplexek észlelését befolyasolja
azok toltése, ezért pozitiv és negativ modban is elvégezhetd a mérés. A megfeleld
jel beazonositasa minden esetben a megfeleld toltés/tomeg arany (m/z arany) és a
jellemzé  izotopeloszlas  alapjan  tortént. Az  Gjonnan  eldallitott  két
hisztidinhidroxamsav szarmazék azonositdsa, valamint néhany esetben a
rendszerekben képzodo komplexek oldatbeli 1étezésének azonositasa ilyen modszer
segitségével is megtortént. A méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai
Tanszékén Dr. Nagy Lajos végezte. A méréseinkhez 5-10* - 1-10° M kozotti
ligandum koncentraciot allitottunk be, 1:1 és 1:2 fémion-ligandum aranyok
alkalmazasa mellett. A kisérletekhez Bruker Biotof Il ESI-TOF késziiléket, Cole
Palmer 74900 pumpat hasznaltunk és 2 pl/min dramlasi sebességnél mértiink. A
szaritd gaz (N,) homérsékletét 100 °C-on tartottuk, a porlasztogaz (N,) nyomasa 30
psi volt. A kapillarisra kapcsolt fesziiltség 4500 V, 120 V, 40 V és 30 V volt. Az
m/z skala hitelesitése angiotensin II és leucin-enkephalin peptidekkel tortént. Az
adatgytijtést BioTOF v 2.2, mig az adatfeldolgozast XmassBioTOF v 6.0.0 szoftver
végezte.

3.3.6. "H NMR spektroszképia

Az Ujonnan eldallitott hisztidinhidroxérnlsav szarmazékainak szintézisekor
valamennyi esetben felvettiik a ligandumok H NMR spektrumait azonositas,
illetve a tisztasag ellenérzése céljabol. Mindemellett az NMR spektroszkopia
kivaloan alkalmas a ligandumok protonalddasi folyamatainak és a fémkomplexek
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oldatbeli szerkezetének vizsgalatara is. Ezen spektroszkopiai modszert a Zn*'-
komplexek tanulmanyozasdhoz alkalmaztuk. A vizsgalt ligandumok egyazon
mintdjanak kiilonbdz6 pH™ értékeken felvett spektrumaival informaciét kaphatunk
a deprotonalodasi folyamatokra, majd a diamagneses Zn’'-ion jelenlétében
regisztralt spektrumok révén a komplexképzddési folyamatokra. Bar a gyors
ligandumcsere miatt a szabad és a komplexben kotott ligandum jelei nem
kiiloniilnek el egymastol, igy atlagjeleket kapunk. Mindemellett a Zn*"-ion
jelenlétében és tavollétében a koordinalodd donoratomok melletti nem labilis
protonokra jellemzd kémiai eltolodas értékek valtozasaibol kovetkeztethetiink a
ligandum fémionhoz vald koordinalodasara. A mérések soran vizes kozegbeli
pufferre kalibralt pH-mér6 altal kijelzett értékek a D,O oldatokban pH™ értékeknek
felelnek meg. A mintak elkészitésekor a ligandumokat és a KCl sét D,O-ban
hasznaltuk. A spektrumok felvételéhez hasonld koncentracioji és fémion-ligandum
aranyu oldatokat készitettiink, mint amit a pH-potenciometrianal alkalmaztunk. Az
oldatok pH' értékeit DCI- és NaOD-oldatok segitségével allitottuk be a kivant
értekekre, amelyek mérése a pH-potenciometrianal leirt mérdmiiszerekkel ¢és
modszerrel tortént. A pH értékek pH skalara az irodalombol vett modszer
segitségével a (9) egyenlettel szamolhatoak at [121].

pH =0,930 pH" +0,40 )

A 'H NMR spektrumok felvétele Bruker AM360 tipusi FT-NMR
késziiléken tortént. A mintak 99,8 % izotdptisztasagun D,O, illetve DMSO-dg
oldoszerrel késziiltek. Referenciaként natrium-3-trimetil-szilil-propanszulfonatot
(TSP) vagy natrium-2,2-dimetil-2-silapentan-5-szulfonsavat (DSS) 6 = 0 ppm)
hasznaltunk. A spektrumok kiértékelését a WIN-NMR 960901 verzidészamu Bruker
szoftverrel végeztiik.
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. A vizsgalt ligandumok sav-bazis sajatsagai

A tanulmanyozott ligandumok protonalt formainak szerkezeti képlete, az
oldallancban névekvoé szamu donorcsoportok sorrendjében csoportositva, az 1.
abran lathato. A ligandumok savi disszociacids allandoit minden esetben pH-
potenciometrias titralassal hataroztuk meg, a kapott értékeket az 1. és 2.
tablazatokban foglaltuk 0ssze. A  disszociaciés folyamatok alaposabb
tanulmanyozasa érdekében, ahol arra lehetéség nyilt, 'H NMR mérésekkel
egészitettiink ki a ligandumok sav-bazis sajatsagainak pH-potenciometrias
vizsgalatat.

Azok a protonalt formak, melyek a hidroxdmsavcsoport mellett az Rc
oldallancban egy tovabbi koordinalédasra képes donoratomot tartalmaznak
(ammonium- vagy imidazoliumcsoport) két disszociabilis protont hordoznak,
melyek kozil az egyik az oldallancbeli donorcsoporton, mig a masik a
hidroxamsavcsoporton talalhatdo. Az oldallancban két (ammoénium- és
imidazoliumcsoport), illetve harom/négy (ammonium-, imidazélium- és peptid-
csoportok) fémionhoz lehetségesen kotddo funkcioscsoportot magukban foglalo
képesek.

Az 1. tablazatban az amino- és imidazolhidroxamsavak vizes kozegbeli
allandoi szerepelnek, de két ligandumnal, melyeknél a komplexek esetén
oldékonysagi problémak léptek fel mind a vizben, mind a DMSO/H,0O
oldoszerelegyben meghatarozott értékek is feltiintetésre keriiltek.

A 2. tablazatban a peptidhidroxamsavak disszociacios allandoéi talalhatoak,
mely értékeket pH-potenciometrias titralas mellett 'H NMR titralasokkal is
meghataroztunk. A HisAlaN(Me)OH ligandum esetén a rendelkezésiinkre allo
minddssze néhany mg anyag miatt az 'H NMR titralasok nem késziilhettek el.
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1. tablazat: Az imidazol- és aminohidroxamsavak savi disszociacios allandoi (pKy),
t=25°C,1=0,20 M (KCl)
(a zarojelben 16v6 szamok a standard deviacio értékeket jeldlik)'

ligandum oldészer pKy; pPK,, pPKg
N -Me-o-Alaha H,0 7,612)  9,25(1) -
N-Me-$3-Alaha H,O 8,12(1) 9,88(1) -
im-4-Cha H,0 3,76(3)  8,82(1) -
DMSO/H,0  2,59(2) 9,92(4) ;
N -Me-im-4-Cha H,0 506(3) 8,57(2) -
im-4-Aha H,O 6,17(1) 9,05(2) -
Z-Hisha H,0 6,42(1)  8,80(1) -
DMSO/H,O0  5,62(1) 9,81(1) -
Hisha H,0 535(1)  7,09(1)  9,03(1)
N -Me-Hisha H,0 539(1)  7.37(1)  8,94(1)

2. tablazat: A peptidhidroxamsavak savi disszociacids allandoi (pK),
t=25°C,1=0,20 M (KCI)

ligandum modszer pK, pK,, pKg

AlaHisNHOH pH-metria 6,11(1) 7,72(1) 8,82(1)
'H NMR 6,4(1) 7.81)  8,7(1)

HisAlaNHOH pH-metria 5,56(1) 7,55(1) 9,02(1)

'H NMR 53(1)  7,3(1)  9,2(1)
HisAlaN(Me)OH | pH-metria  547(2) 7,32(1) 8,86(2)
'H NMR - - -

AlaAlaHisNHOH | pH-metria  6,31(1) 7,82(1) 8,84(1)
'H NMR 6,3(1) 7,71)  8,8(1)

Az 1. és 2. tablazat adatait elemezve a kovetkezé fobb megallapitasokat tehetjiik a
ligandumok sav-bazis sajatsagaira vonatkozdan:

(1) Az o-Alaha és B-Alaha ligandumoknal ismert (2.4 fejezet), hogy az
ammonium- és hidroxamsavcsoportok atfedé folyamatban deprotonalédnak [33-34,
36]. Kérdés, hogy, mit okoz a metilcsoport belépése az altalunk tanulmanyozott
szekunder szarmazékaiknal. Mivel az 1. tablazatbeli pH-potenciometrids
modszerrel meghatarozott allandok makroallandok, melyek az egyes csoportok

' Valamennyi tabldzatban a stabilitasi allandok utan a zarojelben 1évé szamok a standard
deviaciot jeldlik.
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bazicitasara vonatkozéan kodzvetlen informaciot nem szolgaltatnak, ezért a kérdés
megvalaszolasahoz 'H NMR titralasokat végeztiink. A 13./a abran az N-Me-a-
Alaha A, B és C jeli protonjainak kémiai eltolodas-véltozasai lathatoak a pH'
fliggvényében. Az NMR spektrumokbeli megfeleld6 kémiai eltolodasok
illesztésével, a Scientist program segitségével [122] a mikroallandok kiszamitasa
azt az eredményt adta, hogy a két csoport bazicitasa kissé kiilonbozik egymastol,
egy kicsit az amino tlinik bazikusabbnak. (pKpigrox = 8,28, pKamino = 8,63). Az
eredmények ugy értelmezhetdek, hogy az N-Me-a-Alaha esetén az Ry helyzetben
1év6é metilcsoport az a-Alaha-ban még valamelyest nagyobb bazicitasi hidroxamat
bazicitasat, egyezésben 2.4 fejezetben részletezett okok miatt, csdkkentette [33,
36].

Az N-Me-B-Alaha esetén a metilcsoport belépése a B-Alaha-ban mar amugy
is kisebb bazicitasi hidroxamat bazicitasat még jobban csokkentette, melynek
eredményeként a két csoport bazicitasa messzebb keriil egymastol. A csoportok
viszonylag elkiiloniilt deprotonalodasa jol latszik a 13./b abran a B-vel jelzett
proton kémiai eltolodasanak pH™ fiiggvényében mutatott valtozasabol. Az
eredményekre alapozva, az 1. tablazatban szerepld kisebb makroallando jo
kozelitéssel a  hidroxamsavcsoport, a nagyobb az ammoniumcsoport
protonvesztéséhez rendelhetd.

35
51 B
45 C
4
3514 C
E3 3 A
g A g B
15 _W
1 T T T 125 T T T 1
4 6 8 10 PH" 12 4 6 8 10 PH* 42
NHs*  CHy C cH; C
A B | o A2 l‘\l
(a) H3C/CH\C/N\OH (b) 3 \ﬁ/ \ﬁ/ on
| ’
[e]
13. abra: Az N-Me-o-Alaha (a) és az N-Me-$3-Alaha (b) nem labilis protonjainak
kémiai eltolodasai a pH" fiiggvényében, ¢, = 0,004 M, 1= 0,20 M (KCI) (D,0)

(2) Az oldallancban ammonium- helyett imidazoliumcsoportot tartalmazo
ligandumok (im-4-Cha, im-4-Aha, Z-Hisha és N-Me-im-4-Cha) esetében mind az
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elméleti megfontolasok, mind az 'H NMR titraldsok eredményei alapjan
megallapithatd, hogy az imidazolium- ¢és hidroxdmsavcsoportok egymastol
elkiiloniilt pH tartomanyban deprotonalédnak és minden esetben a kisebb pK az
imidaz6liumcsoport, a nagyobb a hidroxamsavcsoport deprotonalédasahoz
rendelhetd. Az imidazoéliumcsoportok pK-inak értékei (1. tabldzat) mindegyik
ligandum esetében kisebbnek adodtak magara az imidazoliumra vonatkozo
irodalmi értékt6l (pK ~ 7) [123]. Az eltérés a hidroxamsavcsoport elektronszivo
hatasaval magyarazhato, mely a két a-szarmazéknal (im-4-Cha és N-Me-im-4-Cha)
erésebben jelentkezik, mint a f-nal (im-4-Aha), és még kevésbé szamottevd a y-
szarmazéknal (Z-Hisha). Mindezek mellett az im-4-Cha esetében az imidazolium
pKq; értékének meglepden alacsony volta (a szabad imidazolium pK-jdhoz képest
kézel 3 nagysagrend csokkenés) arra enged kovetkeztetni, hogy az
imidazoéliumcsoport proton leadasat a hidroxamsav-NH ¢és imidazol-N kozott
létrejove Ottagh intramolekularis H-hid teszi kiilonosen kedvezményezetté. A H-
kotéses szerkezet kialakulasat a 14. abra szemlélteti. Az N-Me-im-4-Cha esetében a
metil szubsztituens jelenlétének kovetkeztében H-hid kialakuldsara nincs lehetdség.

Az im-4-Cha és Z-Hisha ligandumok esetében az 1. tablazat a vizes

kozegbeli savi disszo-

OH OH
| ciacios allandok mellett

N N
e o i W o a 50 : 50 %(m/m)
N - > Iy DMSO/viz  oldészer-
4 \ 4 \ elegy alkalmazasa
(HLH N HL) N mellett meghatarozott
14. abra: Az im-4-Cha monoprotonalt (HL) formajaban értékeket is mutatja. Jol
feltételezett H-kotéses szerkezet kialakulasa

lathato, hogy az
oldoszerelegy alkalmazasakor az imidazolium pK-jdnak csokkenése, mig a
hidroxamsavcsoport pK értékének novekedése figyelheté meg oldoszerelegyben a
vizes kozegbeli allandokkal 6sszehasonlitva. Ez a tapasztalat jo egyezésben van az
irodalomban mar korabban elemzett tapasztalatokkal [124], miszerint a pozitiv
imidazéliumcsoport deprotondlodasa, mely semleges format eredményez,
kedvezobb a vizhez képest kevéssé polaros olddszerelegyben, mely kisebb pK-t
eredményez. Ezzel ellentétben a semleges hidroxdmsavcsoport protonvesztése
negativan toltott hidroxamatcsoportot eredményez, melynek kialakuldsa mar nem
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kedvez6 a kisebb polaritaisi DMSO/viz elegyben, és ez a hatas a pK, érték
novekedésében mutatkozik meg.

(3) Az Rc¢ oldallancban mar ammoénium- és imidazéliumcsoportot is
tartalmazo ligandumoknal (Hisha, N-Me-Hisha) a deprotonalodasi folyamatok
varhatoan jelentOs atfedést mutatnak. A Hisha savi disszocidcios allandoit mar
korabban tobben is meghataroztak, mely értékekkel a jelen munka soran
meghatarozott allandok is jo egyezést mutattak [35-36, 89-90]. NMR technikaval
szamos kisérlet tortént a Hisha deprotonalodasi mikroallandoinak meghatarozasara,
ahogy az a 2.4 fejezetben Osszefoglalasra keriilt, de mivel a viszonylag kis
molekulaban a harom donorcsoport koziil egyik deprotonalodasanak a fiiggetlen
nyomonkdvetése sem volt lehetséges, a kisérletek eddig nem jartak sikerrel [34-
36]. Osszehasonlitva a Hisha és N-Me-szarmazékanak allandoit lathato, hogy a
pKq értékek, melyek NMR eredmények alapjan mindkét ligandumban az
imidazoliumcsoport protonvesztéséhez rendelhetok, kozel egyforma értékek.
Megfigyelhetd tovabba, hogy az N-Me-Hisha esetén a pKy, és pK; értékek kozotti
kiilonbség kisebb, mint a Hisha-nal, mely értelmezhet6 azzal a korabban mar
emlitett hatassal, miszerint a metilcsoport belépése csokkenti a hidroxamat
bazicitasat, ezaltal a két protont hordozd csoport (ammoénium- és
hidroxamsavcsoportok) deprotonalddasi tartomanya még inkabb fedésbe keriil. A
deprotonalodasi folyamatok nagymértékii atfedése miatt ezen két ligandum esetén
az 1. tablazatban szereplé makroallandok részletesebben nem elemezhetdek.

(4) A peptidhidroxamsavak esetében a savi disszociacios allanddkat (2.
tablazat) pH-potenciometrias mérések mellett a harom primer szdrmazék esetében
NMR titralasokbol a PSEQUAD program segitségével is meghataroztuk [107]. A
pH-metriasan és NMR modszerrel meghatarozott allandok esetenként néhany tized
eltérést mutatnak, mely kiilonbség a 3.3.6 fejezetben leirtaknak megfelelden a (9)
egyenlet alapjan értelmezhetd. Reprezentativ példaként a 15. abran az
AlaHisNHOH kiilonbozé pH' értékeken regisztralt NMR spektrumait mutatjuk be.
A harom primer peptidhidroxdmsavra az NMR titralasok eredményei azt mutattak,
hogy a csoportok deprotonalddasi pH tartomanya, ahogy az a 15. dbran is lathato,
csak kismértékii atfedést mutat, igy a deprotonalodd csoportok melletti nem labilis
protonok kémiai eltolodas valtozasaibol az egyes csoportok savassagi trendje
meghatarozhato.
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15. dbra: Az AlaHisNHOH kiilonbozé pH értékeken regisztralt '"H NMR spektrumai,
c.=0,002 M, I=0,20 M (KCl) (D,0)
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Minden kétséget kizaréan megallapitast nyert, hogy a pKy; az imidazéliumcsoport
protonvesztésé¢hez rendelhetd, mig a pKy; a legkevésbé savas hidroxamsavcsoport
deprotonalodasahoz kothetd. A HisAlaNHOH és HisAlaN(Me)OH esetében az
imidazo6liumcsoport deprotonalodasahoz tartozo, pH-potenciometriasan
meghatarozott pKy; értékek valamelyest kisebbnek adodtak, mint az a masik két
peptidhidroxamsavnal megfigyelheté, ami magyarazhato a deprotonalodott
imidazol-N és a terminalis ammoniumcsoport kozotti hattagl intramolekularis H-
hidas gyfir(i kialakulasanak lehetéségével. Osszevetve tovabba a HisAlaNHOH és
N-Me-szarmazékanak pKg értékeit lathatd, hogy egyezésben a varttal, a

metilcsoport belépése a hidroxamat bazicitasat csokkentette.

4.2. Az Rc oldallancban amino-N vagy imidazol-N donorcsoportot
tartalmazé monohidroximsavak Cu® ., Ni? ., Zn’*- komplexei

Valamennyi ebbe a csoportba sorolhaté ligandum esetén, melyek
oldallancukban vagy amino-N vagy imidazol-N donoratomot tartalmaznak (N-Me-
o-Alaha, N-Me-B-Alaha, im-4-Cha, N-Me-im-4-Cha, im-4-Aha, Z-Hisha) az

elvileg lehetséges kelattipusok a 16. abran Osszefoglalva lathatoak. A szerkezetek
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altalanos formulak, az x = 0, 1, vagy 2 attol fiiggéen, hogy a donoratomok a
hidroxamsavcsoporttol a-, B- vagy y-helyzetben taldlhatoak. Természetesen azon
molekulaknal, melyek a hidroxamat-N-en metil szubsztituenst hordoznak (N-Me-
szarmazékok) a I1I. és V1. tipust kotésmodok kialakulasa nem Iehetséges.

M2+ o\ /R" o OH
M (1) I Y an \ /
(e} Ne) \ C—N‘
\~‘~ ‘,‘/ X /o N‘J\'éé\ ,‘l‘VIz"
/N - K
R¢ Ry | /
[090] INam/Nimide Ohidr] INam/Nimid’ Nhidr]
(VI) O--~~M2+
W /é
\N\ //N
/ Szt
[Nam/Nimido Okarb] [Nam/Nimide Okarh] + Ioeol INam/Nimid’ Nhidl‘] + IO’O]

16. abra: Az oldallancban amino-N vagy imidazol-N donorcsoportot tartalmazo
monohidroxamsavak elvileg lehetséges kelattipusai

4.2.1. Az amino-oldallincot tartalmazé ligandumok fémmegkoto sajatsaga

Az Trodalmi elézmények fejezetben bemutatott a-Alaha, [-Alaha
ligandumok fémmegkotd sajatsaganak Gsszevetése azon szarmazékaikéval, melyek
esetén mar a hidroxamat-N nem vehet részt a koordinacidban (N-Me-
szarmazékaik) érdekes és Uj eredményeket szolgaltathat. Ennek tanulmanyozasa
érdekében keriiltek eldallitasra az N-Me-a-Alaha és N-Me-f-Alaha ligandumok.
Meéréseinket els6ként pH-potenciometrias titralasokkal kezdtiik mindharom
fémionnal a ,,Kisérleti koriilmények és vizsgalati modszerek™ fejezetben megadott
aranyoknal. Reprezentativ példaként a 17. abran mindkét ligandum esetében egy
kivalasztott fémion-ligandum aranynal a titralasok eredményei latszanak.
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17. abra: A szabad ligandum, valamint a Cu®'-, Ni*'-, Zn*"-N-Me-a-Alaha (a) és -N-
Me-B-Alaha (b) 1:2 fémion-ligandum aranyt rendszereinek titralasi gorbéi,
c.=0,004 M, t=25"C,1=0,20 M (KCI)

Osszehasonlitva a két rendszert, a titralasi gorbékrdl jol latszik, hogy az N-
Me-a-Alaha (17./a) esetén a szabad ligandumhoz képest a ligandum mindkét
protonjat kisebb pH-n szoritjdk le a fémionok, feltehetéen tehat mindkét
donorcsoport részt vesz a koordinacidoban. Ezzel ellentétben az N-Me-B-Alaha
Cu**- és Zn*"-rendszereiben csapadékkivalasig (pH ~ 8-ig) csak az egyik protont

.....

.....

meg, a masik protonvesztési folyamat azon pH-tartomanyban kovetkezik be, ahol
az a szabad ligandum esetén is megtorténik. A titralasi gorbék illesztésével kapott
oldategyensulyi modellt, a benne szerepld részecskékre szamolt stabilitasi
allandokkal a 3. tablazat tartalmazza. Lathato, hogy dontéen protonalt mono- és
biszkomplexek képzodésével lehetett a titralasi gorbéket illeszteni.

A kotésmodok tisztazasa érdekében a Cu®'- és Ni*'-komplexek esetén UV-
lathaté spektrofotometrias, valamint a Cu’’-N-Me-o-Alaha rendszerben CD
spektroszkopias méréseket is végeztiink. A Zn®"-komplexek tanulmanyozisara
mindkét esetben 'H NMR titralasok késziiltek.
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3. tablazat: A Cu®'-, Ni*'-, Zn*"-N-Me-a-Alaha és -N-Me-B-Alaha rendszerekben képz6dé
komplexek stabilitasi allanddi (log B), t =25°C, I =0,20 M (KCl)

ligandum komplex Cu”’ Ni** Zn™
log B

N-Me-a-Alaha [MLH]* 15,16(2) 12,52(2) 12,31(9)
[ML] 8,86(3) 5.47(3) 543(4)
[MLH_,] - -350(6) -
[ML,H,]*" 28,98(5) - -
[ML,H]" 22,7(4) 17,389) -
[ML,] 15,77(4) 9,78(4) 9.96(9)

N-Me-B-Alaha [MLH]"" 16,71(3) 14,09(3) 14,04(4)
[ML,H,]** 31,97(8) 27,60(4) 27,60(4)
[ML,H]" 23,5(1) 19,39(4) 19,43(6)
[ML,] - 1021(4) 10,13)
[MLH., ] - -0,11(3) -

A Cu”'- és Ni*"-N-Me-p-Alaha rendszerek 1:2 fémion-ligandum aranyoknal
rogzitett UV-Vis spektrumai szinte teljes hasonldosagot mutattak az ugyanezen
fémionok acetohidroxdmsav rendszereiben, ugyanilyen ardnyok mellett regisztralt
spektrumokkal, ahol csak hidroxamat koordinacié lehetséges. (A Cu’-Aha
rendszerben a hidroxamat [O,0]-koordinaciora jellemzé toltésatviteli sav Ay
értéke ~ 380 nm, tovabba pH ~ 7,5-nél a d-d savra vonatkozoan a A, = 650 nm,
mely pH-n a [Cul,], melyben bizonyitottan két hidroxamat [O,0]-kelat
koordinalodik a fémionhoz, szinte 100 %-ban van jelen. A Ni*"-Aha rendszerben
az 1A1g—>1A2g atmenetnek megfeleld d-d sav A, = 390 nm-nél, mig az 1A1g—>1B Ig
atmenethez rendelheté An.. = 655 nm-nél mutatkozik pH ~ 8,5-nél, a szintén
[0,0]-koordinalt biszkomplex esetén [30-31]). Mindezen adatokkal az N-Me-3-
Alaha rendszerekre kapott eredményeink jo egyezésben vannak, ami, hasonldan a
titralasi gorbék kapcsan tett megallapitasokkal, tisztan [O,O]-koordinacio
kialakulasara utal, tehat feltehetéen az aminocsoport ezen esetekben nem vesz részt
a koordinacioban.

Ezzel ellentétben a Cu’’-N-Me-a-Alaha rendszerre 1:2 fémion-ligandum
aranynal, kiilonb6z6 pH-n rogzitett UV-Vis spektrumokban, melyeket a 18./a abra
mutat, a d-d sav kisebb abszorpcios maximumig (A, = 632 nm) tolddik, ami a
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17./a abraval is Osszhangban, arra utal, hogy az N-Me-a-Alaha esetében mas,
feltehetden az aminocsoportot is magaban foglalé koordinacios mod valosul meg.

2,0

- -
N [}

Abszorbancia
o
Y

) 500 600 700 804
(b) Hullamhossz (nm)

250 50 650 750
(a) Hullamhossz (nm) -0,006

18. abra: A Cu’"-N-Me-a-Alaha 1:2 fémion-ligandum aranyu rendszerének
kiilonboz6 pH-n rogzitett UV-Vis (a) és CD (b) spektrumai, ¢, = 0,006 M
(a belso kis abrak a spektrumok egy-egy kinagyitott részletei)

Az ugyancsak 1:2 fémion-ligandum aranynal rogzitett CD spektrumok is, melyeket
a 18./b abra szemléltet, alatamasztjak az elébbi kijelentést, ugyanis a
spektrumokban bar pH ~ 5,4-ig nem mutatkozik szamottevé CD effektus, de pH =
5,85-t6] induldan egy 300-450 nm kozotti széles, egyre nagyobb intenzitasu
negativ Cotton-effektus jelenik meg. Tekintettel arra, hogy a korabbi eredmények
[40-42] azt mutattak, hogy a CD spektrumban a hidroxamat-koordinacio egy Amax =
350 nm-nél jelentkez6 pozitiv Cotton-effektussal jellemezhetd, a 18./b abra alapjan
megallapithato, hogy a tanulmanyozott rendszer esetén nem tisztan hidroxamat
[0,0]-koordinacié valéosul meg, az aminocsoportnak is szerepe van a
koordinacioban. Feltehetéen tehat az 5-tagh [O,0]-kelat mellett egy 6-tagli amino-
N és hidroxamat-O-en keresztiili vegyes koordinacios mod kialakulasa kovetkezik
be.

A Ni*"-tartalmu rendszer esetén, az 1:2 fémion-ligandum aranynal rogzitett
UV-Vis spektrumok karaktere (pH = 3-6 tartoméanyban: Ay, = 390 nm, Apae =
652 nm) a csapadékkivalasig (pH ~ 6) az acetohidroxamat rendszerben, ugyanilyen
aranynal felvett spektrumokkal mutat hasonlosagot [30-31]. Az amino-N
koordinacidoban vald szerepe tehat a vizsgalhaté pH-tartomanyban nem nyert
igazolast. Feltchetden azzal magyarazhat6 mindez, hogy az oktaéderes Ni*'-
komplexek kis molaris abszorbancidja miatt alkalmazott nagyobb analitikai
koncentracioknal (cp = 0,010 M), pH ~ 6 felett, ahol az aminocsoport részvétele

mar mutatkozna, csapadékkivalas kdvetkezik be.
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A Zn*"-komplexek tanulmanyozasara NMR titralasokat végeztiink a szabad
ligandumra, majd az 1:2 fémion-ligandum ardnyG rendszerre. A titralas
eredményeit a 19. abra foglalja Ossze. A ligandum A-val jelzett, nem labilis
protonjanak kémiai eltolodas értékei egyértelmilen mutatjak, (19. belsé kis
bekeretezett abra) hogy az aminocsoport pH ~ 6,25 felett ,,érzi” a fémion jelenlétét,
ugyanis a kémiai eltolodas a fémiont is tartalmazo mintaban (szaggatott vonal) a
szabad ligandumétol (folytonos vonal) eltér. A ligandum B-vel jelzett protonjainak
kémiai eltolodasa nem mutat szamottevd kiilonbséget a fémion tavollétében és

jelenléte esetén mért mintakban.

N 9.07 |
11,19 B ”3°\N/°M
10,21 |
= A AN 7,90
9,62 HaCm . — O
e °© 7.25
8.92 \
8,57 NH, 6.81
7,91 6,25

S 65
M
JL,‘\_QQ_Si
o —r
IVZTASN 3’,60

JL 2,62
pH*

428
,LJL
2,66 pH*

180‘ 1‘70‘ 1‘.60‘ 1.50‘ 1140‘ 1130‘ 1‘,20‘ 1‘.10‘ 30 1.70 160‘1‘50‘1‘40‘ 130 1.20 1.1
(a) (ppm) (b)  (ppm)

19. dbra: A szabad ligandum (a) és a Zn*"-iont 1:2 fémion-ligandum ardnyban tartalmazo
(b) mintak esetén a ligandum A-val jelzett protonjainak kémiai eltolodas értékei kiillonb6zd)
pH’ értékeknél, ¢, = 0,004 M, 1= 0,20 M (KCI) (D,0)

(A spektrumok kézott kis abran a pH fliggvényében az A-val jelzett proton kémiai
eltolédasai a csak szabad ligandumot (folytonos vonal) és fémiont is tartalmaz6 mintaban
(szaggatott vonal))

7.27

[676 —— l ]
N@WJL

Mindezen kisérleti eredmények tehat az N-Me--Alaha-t tartalmazé komplexekben
a 16. abran szerepld 1., mig N-Me-a-Alaha-val az I. és II. tipusi kelatok
képzédését valdszinidsitik.” Ezen két kelattipus mellett a 16. abran bemutatottak

* Az N-Me-p-Alaha esetén a II. kelat kialakulasanak lehetésége azért is vethet6 el, szemben
az a-szarmazékkal, mert kialakuldsa 7-tagu kelatot eredményezne, ami jol ismert, hogy
sokkal kisebb stabilitasu egy 5- vagy 6-taguhoz képest.
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kozil elviekben még a IV. kialakulasanak van lehet0sége. A hidroxamat 5-tagi
[0,0]-kelat mellett az 5- és 6-tagii [NH,,Oy.]-kelatok képzodésének lehetoségét
Cu*"-komplexek esetén latszolagos stabilitasi allandokat szamolva elemeztiik.
Ehhez a szamolashoz olyan modell ligandumokat valasztottunk, melyekkel a
kérdéses kelatok bizonyitottan képzédnek. Igy az 5-tagi [NH,,Opum]-kelat
modellezésére a Cu*'-o-alanil-glicin [CuL], mig a 6-tagli [NHa,Om]-kelat
modellezésére a Cu” -B-alanil-glicin [CuL] komplexét valasztottuk [125-126]. Az
I. kelat modellezésére a Cu’’-Aha rendszerben képz6dé [CuL] részecskét
valasztottuk [31]. A latszolagos stabilitasi allandokat (K”) a (10) és (11) egyenletek
alapjan képeztiik (20. abra). A szamolt allanddk logaritmusat (log K’) a pH
fliggvényében abrazolva a 20. dbra mutatja, melybdl jol lathato, hogy az 5-tagh
[0,0]-kelat stabilitasa a vizsgalt teljes pH = 2 - 10 tartomanyban a masik kettéhoz
viszonyitva lényegesen nagyobb, tehat a IV. tipusi kelat kialakuldsa nem
kedvezményezett.

A 20. abran lathato trend valosul meg a masik két fémion esetén is.

5-tagii [0,0] K'=p,/a, (10)

5-tagl [Nuw Ol | ¢ = [L](l +> B [H []j (1D
i=1

6'tagl’l [Namsokarb]

728V

2
2 pH

20. abra: A 10. és 11. egyenletek alapjan szamolt latszélagos stabilitasi dllandok (log K*)
pH-fiiggése acetohidroxamsav, a-alanil-glicin és B-alanil-glicin [CuL] komplexeire

4.2.2. Az imidazol-oldallancot tartalmaz6 ligandumok fémmegkoto sajatsaga

Az ezen csoportba sorolhaté ligandumok, melyek protonalt formainak
szerkezeti képlete az 1. dbran Osszefoglalva lathatd, az Rc oldallancban” az
aminocsoport helyett egy attol joval kisebb bazicitasti, imidazolcsoportot
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tartalmaznak. Tanulmanyoztuk az im-4-Cha, im-4-Aha és Z-Hisha komplexképz6
tulajdonsagait, mely ligandumok az imidazolcsoportot rendre o-, B- és v-
helyzetben tartalmazzak a hidroxamsavcsoporthoz képest, a hidroxamat-N-nek
pedig hidrogén a szubsztituense, mialtal a deprotonalodasat koveten, a
koordinacidban részt vehet. Ahogyan azt az aminohidroxamsavak esetén is tettiik,
ezen harom ligandum N-metil szarmazékanak eldallitasat és tanulmanyozasat is
terveztik, de tiszta, stabilis végterméket csak az a-helyzeti N-Me-
imidazolhidroxamsav (N-Me-im-4-Cha) eldallitdsa soran kaptunk. Méréseinket
els6ként, hasonléan a korabbi rendszerekhez, pH-potenciometrias titralasokkal
kezdtiik, melynek kisérleti tapasztalatai a kdvetkez6 fobb pontokban foglalhatoak
0ssze:

(1) Az imidazolcsoportot  a-helyzetben  tartalmazé  im-4-Cha
fémkomplexeinél nagymértékii oldékonysagi problémakba {itkoztink vizes
kozegbeli méréseinknél. A Cu’'-tartalmii rendszerekben méar pH ~ 3,50 felett
csapadékkivalast tapasztaltunk, mig a Ni** és Zn*" esetén a mintak pH = 7-ig voltak
titralhatoak. Mindezek ellenére az lathato volt a titrélasi gorbékbél, hogy a Cu®'- és
Ni*"-ionok az imidazol-NH" protont a szabad ligandumbeli deprotonalédashoz
képest kisebb pH-n szoritjak le, ami utal az imidazolcsoport koordinacidban vald
részvételére. A Zn’'-ion esetén viszont mar csak igen csekély pH-effektus
mutatkozott.

A vizes kozegben bekovetkezd jelentds oldékonysagi problémak miatt
méréseinket 50 : 50 %(m/m) DMSO/H,O olddszerelegyben is elvégeztiik.
Oldoszerelegy alkalmazasaval a Cu®'-tartalmi rendszerekben képzédé komplexek
pH = 5-ig voltak oldatban tarthatéak, a masik két fémion esetén pH ~ 8 felett jelent
meg a csapadék.

(2) Az imidazolcsoportot P-helyzetben tartalmazé im-4-Aha esetén a
komplexek pH ~ 7,50 - 8,0-ig voltak oldatban tarthatoak. Reprezentativ példaként
ezen ligandum esetén az 1:2 fémion-ligandum aranyoknal felvett titralasi gorbéket
a 21/a abra mutatja, melybSl jol lathato, hogy a Cu’’-ion esetén a
komplexképzodés pH = 2,5 felett indul, s igen nagy stabilitast komplex(ek)
képzddnek, mig a masik két fémionnal mérheté kdlesonhatas csak pH ~ 5,50 felett
mutatkozik.

(3) Az apolaris Z-véddécsoport jelenléte miatt az imidazolcsoportot -
helyzetben tartalmazé Z-Hisha esetén is nagymértékii oldékonyséagi problémak
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jelentkeztek. A komplexképz3dés indulasaval parhuzamosan, a Cu*'-tartalmu
rendszerben pH ~ 4,0, a Ni*'- és Zn*'-tartalmi mintakban pH ~ 5,5 felett,
csapadéklevalas kovetkezett be. Méréseinket ezért az im-4-Cha-hoz hasonldan
50:50 %(m/m) DMSO/H,O olddszerelegyben is elvégeztiik. A 21./b abra altal
mutatott, 1:1 fémion-ligandum ardnynal, oldoszerelegyben regisztralt titralasi
g6rbékbol jol lathatd, hogy csapadékkivalasig (pH ~ 8-ig) a Cu’'-tartalmu

mintaban jelentds a komplexképzodéshez rendelheté pH effektus, ami nagy
stabilitasi komplex(ek) képzodésére utal, mig a masik két fémion esetén a
kolesonhatas 1ényegesen kisebb mértéka.

12

-1,0 0,0 1,0 2,0 30 -1,0 0,0 1,0 3,0
lug ekvivalens lug ekvivalens
21. abra: A szabad ligandumok, valamint a Cu®*-, Ni*'-, Zn**-im-4-Aha 1:2 (a) és -Z-
Hisha 1:1 (b) fémion-ligandum aranyu rendszereinek titralasi gorbéi,
¢, =0,003 M, t=25°C,1=0,20 M (KCI)

((a) vizes kdzegben, (b) DMSO/viz olddszerelegyben regisztralt titralasi gorbék)

A titralasi gorbék illesztésével a fémkomplexekre szamolt stabilitasi allandokat a 4.
tablazat mutatja. Az im-4-Cha és Z-Hisha ligandumoknal mindkét oldbszerben
meghatarozott stabilitasi allandok is szerepelnek.
A 4. tablazat adatait elemezve a kovetkez6 megallapitasok tehetdek:

(1) A Cu’*-im-4-Cha rendszerben a pH-potenciometrias gorbék illesztése
vizes kozegben a csapadéklevalas miatt szilk pH-tartomanyban torténhetett. A
g6rbék illesztéséhez nem volt elegendd egyetlen, [CuLH]*" részecske, a protonalt
monokomplex mellett egy tobbmagvi részecske figyelembe vételével adta a
modell a legjobb illesztést. Ezen utdbbi komplex Osszetételét, a szerkezetileg
analog a-Alaha-val Cu”"-ion jelenlétében képzédd [CusLH.4]*" részecske alapjan
[36], ugyanezen Osszetétellinek feltételeztiik. A polinuklearis komplex jelenlétét az
Olaszorszagban (Sassari) elkésziilt ESR mérések is igazoltak, mivel 1:1 fémion-
ligandum aranynal, pH ~ 3 felett mar ESR csendes komplex képz6dott, de a
teljesebb elemzést itt is megnehezitette, hogy a részecske megjelenésével
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parhuzamosan csapadéklevalas mutatkozott. Ugyanezen ok miatt az UV-lathatd
spektrum sem volt nagyon informativ, de a csapadéklevalast megelézéen a
hidroxamat koordinaciora jellemz6 toltésatviteli sav (A= 380 nm) megjelent.

4. tablazat: A Cu*'-, Ni*'-, Zn*'-im-4-Cha, -im-4-Aha, és -Z-Hisha rendszerekben képz6do
komplexek stabilitasi allandéi (log B), t =25 "C, = 0,20 M (KCI)

fémion komplex im-4-Cha im-4-Aha Z -Hisha
H,0 DMSO/H,0  H,0 H,0 DMSO/H,0
log B

Cu™* [CuLHJ* 13,16(8) 14,6(1) 15,12(3)  13,66(5)  1431(8)
[CuL]" - 11,17(8) - - 10,40(6)
[CuL,H,]*" - 28,55(6) - - -
[CuL,] - 21,84(9) - - -
[CusLyH)™" 39,8(1) 46,0(1) 46,32(8)  33,9(2) 38,5(2)

NiZ* [NiLH]* 12,67(2)  13,97(7) 12,14(7)  1175Q2)  13,02(7)
[NiL]" 7,24(5) 8,1(1) 5,61(5) - 6,81(3)
[NiL,] 13,30(5) 14,9(2) 10,1(2) - -
[NiL,] - - 15,1(2) - -
[NisLH T - - 8,8(2) - -

Zn** [ZnLH]* - - - 11,79(5)  13,00(3)
[ZnL]" 4,8(1) 7,1(2) 5,49(4) - 6,61(3)
[ZnL,] - - 9,8(2) - -
[ZnsLH - - 8,0(2) - -

A Cu’'-im-4-Cha rendszerben a titralasi gorbék illesztése DMSO/H,O
oldoszerelegyben a csapadéklevalasig mar szélesebb pH-tartomanyban torténhetett.
Az oldategyensulyi modell a mono- és biszkomplexek mellett a tSbbmagvu,
[CusL4H4]*" részecskével adta a legjobb illesztést. Az olddszerelegyben a
polinuklearis komplex jelenlétét ESI-MS mérésekkel (1:1 fémion-ligandum
aranynal, pH = 4,50-nél) is ala tudtuk tdmasztani, mely a spektrumban dominans
részecskének mutatkozott ([CusL4H.4]*" = 408 m/z).

A Ni''-tartalmii  rendszerekben mindkét  oldészerben mono-  ¢és
biszkomplexekre lehetett stabilitasi allandokat szamolni. A kdtésmodok tisztazasa
érdekében az 1:2 fémion-ligandum aranyndl, pH ~ 6-ig regisztralt UV-Vis
spektrumok mindkét oldoszerben oktaéderes geometriaju komplexek jelenlétére
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utalnak. A 3A2g —3 T, atmenethez rendelhetd sav maximuma, a pH = 3,20-rél1 pH
= 5,88-ra novelésével parhuzamosan A, ~ 655 nm-r6l Ay, ~ 613 nm-re tolodik,
ami, a fentebb emlitett Ni*-Aha rendszer eredményeivel Osszevetve, utal az
oxigén-donor mellett a nitrogén-donor megjelenésére is a fémion koordinacios
szférajaban. Mindezek alapjan a [NiL] és [NiL,] komplexekbeli koordinacios mod
az 1imidazol-N(3) és a hidroxamat-oxigén fémionhoz valdo kotodésével
valosziniisitheté (16. abra II. kotésmod). A [NiLH]*" osszetételdi részecskében
feltehetden a hidroxamatcsoport még protonalt, s a 16. abran Osszefoglalt kelatok
kozil minden valoszinliség szerint a IV. [Ninig, Oran]-kelat valosul meg.

A Zn""-ion esetében mindkét kozegben mindossze egyetlen, a [ZnL]
részecskére lehetett allandot meghatérozni. Az itt be nem mutatott 'H NMR
titralasok gyenge imidazol-N(3) részvételével kialakuld koordinacidra utalnak,
feltehet6en ezen rendszer esetén is a IV. tipusu kelat kialakulasa valdszinGsithet6.

(2) A 4. tablazat jol mutatja, hogy amennyiben az imidazolcsoport B-
helyzetben talalhaté a hidroxaméthoz képest (im-4-Aha), nem csak a Cu**-, hanem
a Ni*"- és Zn’"-tartalma rendszerekben is be kellett a 12-fémkorona-4 tipust
részecskét foglalni a modellbe az adatok megfeleld illesztése érdekében. Ez a
komplex a Cu**-ion esetén rendkiviil nagy stabilitast mutat, ami a titralasi gorbébél
is jol latszott, a Ni*'- és Zn*'-rendszerekben az allandok lényegesen kisebbek.
Jelenlétiiket ESI-MS mérések igazoljak, a spektrumokban detektalhatd valamennyi
részecske a kovetkez6 m/z értékeknél jelentkezett:

{[CusL4H4JH.;} = 874 m/z, [CusL,H.,]*" = 437,5 m/z, {{CusL,H,]CI}" =910 m/z,
[NiL,H,]*" = 170 m/z, [NiL,H] = 339 m/z, {[NiL,]K} =377 m/z, [NiL;H,]" = 480
m/z, [NisL4sH.4]*" =424 m/z,

[ZnL,H] = 345 m/z, {[ZnL,]K}" =383 m/z, [ZnsLsH,]*" =438 m/z.

Reprezentativ példaként a 22. abra a Cu®*'- és Ni*'-rendszerekben, 1:2 fémion-
ligandum aranynal, pH ~ 6-nal regisztralt ESI-MS spektrumok polinuklearis
komplexek jelenlétét igazolod részleteit mutatja, melyek a szamolt izotopeloszlassal
teljes mértékben megegyeznek.
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22. abra: A Cu™"-im-4-Aha (a) és a Ni" -im-4-Aha (b) 1:2 fémion-ligandum aranyu
rendszereinek pH ~ 6-nal regisztralt ESI-MS spektrumrészletei, c; = 0,0005 M

A Cu”*"-tartalmi polinuklearis részecske dominancigjat az 1:2 fémion-ligandum
aranynal szerkesztett koncentracioeloszlas is jol szemlélteti (23./a abra), hiszen pH
~ 4,5 felett egyeduralkodoként, 100%-ban van jelen. A 23./b adbran a javasolt
kotésmod is l1athatd, melyet a szerkezetileg analdg, amino-oldallancot tartalmazo -
Alaha 6tmagva Cu®"-komplexének rontgendiffrakcioval is igazolt szerkezetére
alapozva valdszintsitiink [70].

(a) 1,0 (b) (H
[Cu5L4H_4]2+ " Wo\ /N /
0,8 1 \;N N M
£ \M/ \C:J N
% 061 o/ \0 """ M """" 0/ \o
E \ [N
&_ 0,4 CuLH]* N\ bl M
= T [Cu " \N
0,2 1Cu? / N/ \o/ =\NH
» u \ AN
0,0 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H) [MSL,H.*
2,5 3,5 4,5 55 6,5 7,5 pH 85
23. abra: A Cu*'-im-4-Aha 1:2 fémion-ligandum aranyu rendszerében képz6dé
komplexek koncentracioeloszlas gorbéje (cp = 0,004 M) (a), valamint az [MsL4H 4>
részecske legvalosziniibb kdtésmaodja (b)

A részecskék kotésmodjainak tovabbi tanulméanyozasa érdekében a Ni*'-tartalmu
rendszer esetén, 1:2 fémion-ligandum aranynal, UV-Vis spektrofotometrias
mérések is késziiltek. Az oktaéderes Ni*'-komplexek kis molaris abszorbanciaja
miatt a pH-potenciometrianal alkalmazotthoz képest nagyobb analitikai
koncentraciok mellett (¢ = 0,014 M), pH ~ 5,5 felett csapadékkivalas jelentkezett.
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A regisztralt spektrumok a csapadék megjelenéséig oktaéderes geometridju
komplexek képzodését mutattak (pH = 3,0 - 5,5: Apax1 = 390 nm, Ay = 647 nm).

A Zn* -tartalmi rendszer esetén 'H NMR mérések késziiltek a kotésmodok
tisztazasa érdekében, de a szabad ligandum és a fémiont is 1:2 fémion-ligandum
aranyban tartalmaz6é mintdkban az im-4-Aha nem labilis protonjainak kémiai
eltolodas értékei szamottevéen nem kiilonboztek egymastol. A [ZnL]" és [ZnL,]
komplexekben feltehetéen a hidroxamat-donoratomjain koordinaldédik a ligandum
a fémionhoz, melyet a részecskékre meghatarozott stabilitasi allandoknak (4.
tablazat) a Zn’"-acetohidroxamsav rendszerben képz6d6 [ZnL]" és [ZnL,]
stabilitasi allandéival [31] vald jo egyezése is megerdsit (Zn*"-Aha: log Bizny =
5,32, 1og Bizar2) = 9,64).

(3) Az imidazolcsoportot y-helyzetben tartalmazé Z-Hisha esetén, mely
valdjaban a hisztidinhidroxamsav aminocsoportjan benzil-oxi-karbonilcsoporttal
védett ligandum, vizes kézegben szinte a komplexképzddés indulasa utan (a Cu®'-
rendszerekben pH ~ 4, a Ni*™- és Zn*"-iont tartalmazé mintikban pH ~ 5,5-6,0
felett) csapadéklevalast tapasztaltunk. A csapadék megjelenéséig kapott kisérleti
adatok illesztéséhez [MLH]*" komplex jelenlétét elegendd volt figyelembe venni
Ni**- és Zn*"-fémionok rendszerében, mig Cu*"-ion esetén az [MLH]*" mellett a
megfeleld illesztéshez a fémkorona-tipusi komplexet is be kellett foglalni a
modellbe (4. tablazat).

A DMSO/H;0 oldoszerelegyben, ahogy azt a 21./b abra is mutatta (51. oldal),
valamelyest szélesebb volt a vizsgalhatd pH-tartomany. A Cu’ -tartalmd
mintakban, szemben a masik két fémiont tartalmazoakkal, nagy pH-effektus
mutatkozott, ami nagy stabilitasi komplex(ek) képzodésére utal. Ahogy a
modellbél is jol latszik ez esetben, a [CuLH]*" komplex mellett egy [CuL]"
Osszetételll részecskét is bele kellett foglalni a modellbe az elfogadhato illesztés
érdekében, de hasonléan az imidazolcsoportot o- és P-helyzetben tartalmazo
ligandumokhoz, az oldategyensulyi modell a monokomplexek mellett a
[CusL4H,]*" komplex jelenlétével adta a legjobb illesztést. Reprezentativ példaként
a Cu”-Z-Hisha 1:1 fémion-ligandum aranyu rendszerében képz6dd részecskék
koncentracideloszlas gorbéjét a 24. abra mutatja.
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24. dbra: A Cu*’-Z-Hisha 1:1 fémion-ligandum aranyu rendszerében képz6dé
komplexek koncentracideloszlas gorbéje DMSO/H,0 elegyben az UV-Vis spektrumban
megjelend d-d sav A, értékeivel (cp = 0,0025 M), valamint a rendszerben képz6d6
12-fémkorona-4 komplex valoszintisithetd kotésmodja

Az abran fekete pontokkal az ugyanilyen aranya rendszer esetén regisztralt
UV-Vis spektrumokban megjelend d-d sav Ay, értékei latszanak. A koétésmodok
megallapitasa érdekében a kiilonboz6 pH-n regisztralt UV-Vis spektrumok csak pH
~ 3,30-t6], a [CuL]" részecske képzédésével parhuzamosan utalnak egy Amax ~ 380
nm-nél megjelend toltésatviteli sav megjelenésével a hidroxamat-oxigének
komplexben a hidroxamatcsoport még protonalt, és csak monodentat, az Ninidazol
részvételével torténd koordinacio valosul meg. A fentebb emlitett spektralis
kisérleti eredményekre alapozva a [CuL] részecskében mar feltehetéen a
hidroxamsavcsoport is deprotonalddik és koordinalddik az imidazolcsoport mellett,
de ezek egyidejii koordinacidja nem egy monomer, hanem inkabb tobbmagvi
komplexben valoszinisithetd. Mivel a pH-potenciometria az azonos
sztochiometriaju részecskék kozott kiilonbséget nem tud tenni, a [CuL]” valdjaban
[CuL], képlettel adhatd meg pontosabban. Feltehetéen ezen komplexek
,,0sszeflizédésével” indul el a fémkorona tipusu részecske képzddése. Ahogy a 24.
4bra is szemlélti, a pentanukledris, [CusL,H.4]*" részecske pH ~ 4,50 felett valik
dominanssa, jelenlétét ESI-MS mérések is igazoljak ([CusLH.4]*" = 763 m/z). A
fémkorona-tipusti komplex legvaldszinlibb kétésmodja, az im-4-Aha esetén mar
emlitett korabbi eredményekre alapozva, a 24. abran lathato.
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A Ni*'- és Zn**-tartalmi rendszerekben, vizes kozegben csak [MLH]*

részecskére lehetett stabilitasi allandot meghatarozni, ugyanis a csapadéklevalas
miatt igen szik pH-tartomanyban tortént a titralasi gorbék illesztése.
Oldészerelegyben az [MLH]*" mellett [ML]" komplex jelenlétével volt a modell
legjobban leirhato, de a csapadéklevalas és a fémion-ligandum kozotti kis pH-
effektus miatt a koordinacios modokat egyértelmiien igazolni nem lehetett.

Az  imidazolhidroxamsavak N-Me-szarmazékai kozil , A kisérleti
koriilmények...” fejezetben emlitett okok miatt csak az N-Me-im-4-Cha el6allitasa,
mely az imidazolcsoportot a-helyzetben tartalmazza, jart sikerrel. Mivel a
hidroxamat-N metil szubsztituenst tartalmaz, ezért a ligandum ezen donoratomjan
keresztiili koordinaci6 nem kovetkezhet be, konkrétan a 16. abran bemutatott
kelatok koziil a I11. és V1. tipustak kialakulasa nem lehetséges.

A szabad ligandum, valamint az 1:2 fémion-ligandum aranyd mintak titralasi
127 gorbéit a 25. abra

mutatja. A Cu’’-,
Ni*'- és Zn*'-N-Me-
im-4-Cha rendszerek
titralasi gorbéi csapa-
dékkivalas nélkiil

1,0 00 1,0 2,0 3,0 valamelyest nagyobb
lug ekvivalens

. . . H-i Itak 1Sz-
25. 4bra: A szabad ligandum, valamint a Cu*'-, Ni*'-, Zn*'- ph-ig voltak regisz

N-Me-im-4-Cha 1:2 fémion-ligandum aranyu rendszerek tralhatok, mint a
ttrdldsi gorbéi, ¢, = 0,003 M, t=25"C,1=020 M (KCD | primer, im-4-Cha-t

tartalmazo analdg rendszereké. Jol lathatd a 25. abrarol, hogy a ligandum mindkét
disszociabilis protonja mindharom fémion esetében fémion indukaltan szorul le. A
titralasi gorbék illesztésével kapott oldategyenstulyi modellt a benne szerepld
részecskék stabilitasi allanddival az 5. tablazat mutatja.

Az oldategyensulyi modell a legjobb illesztést dontéen mono- ¢és
biszkomplexek feltételezésével adta, de a Cu’'-tartalma rendszerben még egy
[M,Ls]" Osszetételii komplexet is magaban foglalé modell szolgaltatta a kisérleti
adatok legjobb illesztését, illetve a Ni*™-ion esetén az 1:1 és 1:2 fémion-ligandum
arany komplexek mellett triszkomplex is képzodott.
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5. tablazat: A Cu’’-, Ni*'- és Zn*"-N-Me-im-4-Cha rendszerekben képz6dé komplexek

stabilitasi allandéi (log B), t =25 °C, 1= 0,20 M (KCl)

ligandum komplex Cu** Ni** Zn™

log B

[MLHT*"  14,16(7) 13,03(3) 12,55(5)
[ML]" 9,52(1) 6,35(5) 6,34(5)
[MLH,** 27,14(1) 2531(4) 24,46(8)
[ML,H]™  22,66(1) 19,18(5) 18,28(1)
[M ] 16,90(2) 11,54(8) -
[
[
[

N-Me-im-4-Cha

Z

- 1,1(2) -
] - 15,1(2) -
M,Ls]"  29,70(4) - -

Z

A Cu”"-, Ni*'- és Zn*"-N-Me-im-4-Cha rendszerekben képz6d6 komplexek
Osszetételének igazolasara ESI-MS mérések is késziiltek, a detektalhato
komponensek a kdvetkezd m/z értékeknél jelentkeztek:

[CuL,H]" = 344 m/z, [CuL,K] = 382 m/z, [Cu,L;]" = 546 m/z,

[NiL,H,]*" = 170 m/z, [NiL,H]" = 339 m/z, [NiL,K]" = 377 m/z, [NiL;H,]" = 480
m/z, [Ni,Ls;]" = 536 m/z,

[ZnL,H,]* = 173 m/z, [ZnL,H]" = 345 m/z.

Az adatokbol latszik, hogy bar a kétmagvi nikkel-komplexet az
oldategyensulyi modellbe illeszteni nem lehetett, de jelenléte az ESI-MS
spektrumban kimutathaté volt. Az [M,L;]° komplex jelenlétét igazold
spektrumrészleteket a Cu”'- és Ni*"-tartalmu rendszerekben a 26. abra szemlélteti.

1500 600 -
a.i. @ a.i. (b)
1000 - 400 |
500 | 200 |
0 -+ 0 -
544 546 548 550 552 554 534 536 538 540 542 544
m/z m/z
26. bra: A Cu*'-N-Me-im-4-Cha (a) és a Ni*'-N-Me-im-4-Cha (b) 1:2 fémion-ligandum
aranyu rendszerek, pH ~ 6-ndl regisztralt ESI-MS spektrumrészletei, ¢ = 0,0005 M
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Az 5. tablazatban szerepl6 stabilitasi allanddkat Gsszevetve az ugyanezen fémionok
N-Me-Aha-val képz6édé komplexek stabilitasi allandoival [31], ahol csak
hidroxamat [O,0]-donoratomjain koordinaléodnak a ligandumok a fémionokhoz

megallapithato, hogy az altalunk tanulmanyozott rendszerekben mind a mono-,
mind a biszkomplexek ~ 1-1,5 log egységgel nagyobb stabilitasi allandoval
jellemezhetdek. (N-Me-Aha: pK, = 8,70, log Bicu; = 7,40, log Bicuz = 13,3, log
Biry = 4,73, log Pirz = 8,27, log Pizay = 4,51, 1og Bz = 8,35) Ez arra utal,
hogy az N-Me-im-4-Cha-val képz6dé komplexekben nem tisztdn hidroxamat
[0,0]-koordinacio valosul meg. Az 5. tablazatbeli stabilitasi allandok figyelembe
vételével szamolt koncentracideloszlas gorbék koziil reprezentativ példaként a
Cu**-N-Me-im-4-Cha 1:2 fémion-ligandum aranyt rendszerére vonatkozét a 27.
abra mutatja.

1,0 q
HN CHs
0.8 k\ N—
< [CuLHJ** ~O 0N
0,6 - [CuL,H[*
E 0,6 [CuL,HyJ* 2 [CuL,] M M
& 04 ¢ hg o
5 \N—(/:/ \B;/N/
0,2 e (d (Nd on,
0,0 T T T 1 u H
2,0 3,0 4,0 5,0 pH 6,0
27. dbra: A Cu*'-N-Me-im-4-Cha 1:2 fémion-ligandum aranyu rendszerében képz3dé
komplexek koncentracioeloszlas gorbéi (¢ = 0,004 M), valamint a [Cu,L;]" részecske
egy lehetséges kotésmodja

A komplexekbeli kotésmodokra kozvetlenebb informacidt szolgaltattak a
kiilonféle szerkezetvizsgalé modszerekkel torténd mérések eredményei. A Cu®*-N-
Me-im-4-Cha 1:2 fémion-ligandum aranyu mintaban csapadéklevalas miatt pH ~
5,5-6,0-ig lehetett UV-lathatd spektrumokat regisztralni, melyekben a hidroxamat-
oxigének koordinacidjat mutatd toltésatviteli sav (Amax ~ 380 nm) csupan pH =
3,81-tdl jelentkezik. Ennek eredményeképpen a 27. abra szerint mar kisebb pH-n
megjelené [CuLH]*" és [CuL,H,]*" komplexekben a hidroxamatcsoport még
protondlva van és a 16. abran szerepld IV. kétésmod, azaz az imidazol-N(3) és
esetleg a karbonil-oxigén koordinacidja valdszinlisithetd. Mindezek mellett a
regisztralt spektrumokbeli d-d sav (pH = 3,81-nél Ay ~ 730 nm, pH = 5,19-nél
Amax ~ 625 nm) azt is mutatja, hogy a hidroxamat koordinaldodasat kovetden sem
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tisztan [O,0]-k6tésmddot tartalmazoak a komplexek, hanem az imidazol-N(3)
koordinacioban valo szerepe is valosziniisithet6. Ezt alatamasztja az a korabban is
mar részletezett tény, hogy egy monokelatos-[O,0]-kotésmodu komplexre a
jellemzd A,y érték ~ 750 nm-nél jelentkezik az UV-Vis spektrumban, mig a bisz-
[0,0]-kelat kialakulasa A, = 650 nm-rel jellemezheto [30-31].

A 27. abran jol lathato, hogy a kétmagvi komplex képzodése pH ~ 4,0 felett
indul és kb. 20 %-ban van jelen a mono- és biszkomplexek mellett pH ~ 5,50 - 6,0-
nal. Jo egyezésben a koncentracioeloszlassal, az ESR mérések is utaltak pH ~ 5,0
felett dimer komplex megjelenésére. (A mérések csapadékkivalas miatt pH ~ 6-ig
voltak végezhetdk.) A dimer részecske egy lehetséges kotésmodjat a 27. abra
mutatja. Ebben a komplexben egy ligandum a harom koziil hidként kapcsol 0ssze
két mono-hidroxamato-kelatos monomert. A hid-ligandum az egyik fémionhoz a
hidroxamat-oxigéneken, a masikhoz az imidazol-N(3)- ¢és karbonil-O-en
kapcsolodhat. Lehetséges, hogy egy ilyen kdtésmodot kedvezményezetté tehet egy
steaking-kolcsonhatas, ami két imidazol gyird kozott a 27. abran jel6lt modon
képzelhet6 el.
Az UV-lathato spektrumok karaktere a Ni*"-tartalmii rendszerben oktaéderes
geometriaju komplexek képzddését tamasztjak ala.

1,0 4 - 650

A (nm)

40 NiL,H,]**
0,8 [NiL,H;] . | 635

30 40 50 60 7,0 8,0 9,0pH10,0
28. abra: A Ni*"-N-Me-im-4-Cha 1:3 fémion-ligadum aranyu rendszerében képz6d6
komplexek koncentracioeloszlas gorbéje (cp = 0,0042 M) a lathatd spektrum A, értékeivel

Ahogy a 28. abran, az 1:3 fémion-ligandum aranynal szerkesztett
koncentracideloszlas gorbén is latszik, az ugyanilyen aranynal regisztralt lathato
spektrumban a *A, — °T; (F)) atmenethez rendelhet6 sav pH = 3,0-to1 pH = 10,0-ig
folyamatosan A, ~ 647 nm-161 Ay, ~ 598 nm-re tolddik. Ezen spektralis kisérleti
adat alatdmasztja a triszkomplex képzédését, ugyanis a Ni*'-im-4-Cha rendszer
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esetén, ahol ez a komplex nem jelent meg, a regisztralt spektumokban a minimum
Amax = 613 nm volt.
A diamagneses Zn>"-komplexek tanulmanyozisira NMR titralasokat

végeztiink, a szabad ligandumot (folytonos vonal) és fémiont is 1:2 fémion-
ligandum aranyban tartalmaz6 mintaban (szaggatott vonal) az N-Me-im-4-Cha nem
labilis protonjainak kémiai eltolodas értékei a 29. 4bran a pH' fiiggvényében
lathatoak.

9,0
8,5
ppm ,
8,0
A C
7.5 AN CHs
HN |
— N
40 c : oy
5 e ||
3,0 T T T T T T 1 ©
2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7.0 pH* 8,0

29. dbra: Az N-Me-im-4-Cha és a Zn*'-N-Me-im-4-Cha 1:2 fémion-ligandum aranyu
rendszerében a ligandum nem labilis protonjainak kémiai eltoldédas értékei a pH"
fiiggvényében, ¢ = 0,003 M, 1= 0,20 M (KCl) (D,0)

Egyezésben a 25. abrabeli titralasi gérbével jol lathatd a 29. abran is, hogy
mérheté komplexképzédés pH ~ 3 felett indul, nevezetesen a ligandum A-val
jelzett protonjanak kémiai eltolodasa a fémiont is tartalmazo mintaban (szaggatott
vonal) kezd kiilonbdzni a csak szabad ligandumot tartalmazohoz képest (folytonos
vonal). Ezen eltolodas minden kétséget kizardan az imidazol-N(3) koordinacidban
vald szerepére utal és a 16. abrabeli kotésmodok koziil feltehetden a I'V. [Nipig,CO]
valosul meg. Mindezek mellett a 29. abra jol szemlélteti azt is, hogy pH = 5,0 felett
a fémiont is tartalmazé mintaban a B-vel jelzett proton jele is elvalik a csak szabad
ligandumot tartalmazo6étdl, mely azt bizonyitja, hogy ezen a pH-n az imidazol-N(3)
mellett mar a hidroxamat-oxigén is részt vesz a koordinacioban. (Feltehetéen a IV.
tipus mellett a ILI. [Ninig, Oniar]-kelat kialakulasa valoszintsithet6.) A ligandum C-
vel jelzett metil protonjainak kémiai eltolodasa nem mutat szamottevo kiilonbséget
a fémion tavol- és jelenlétében 1évo mintak esetén.

Ha az el6z6ekben bemutatott, mind a harom primer (im-4-Cha, im-4-Aha, Z-
Hisha) és a szekunder (N-Me-im-4-Cha) imidazolhidroxamsavak komplexképz6
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sajatsagat Osszevetjik az imidazolcsoport helyett aminocsoportot tartalmazo
szarmazékaikkal (o-Alaha, f-Alaha, GABAha, N-Me-a-Alaha) a kovetkezd fobb
megallapitasok tehetok:

- Az aminocsoport joval kisebb bazicitdsu imidazolcsoportra torténd
cseréjével mindegyik ligandummal a komplexképzddés, mindharom fémion
rendszerében, alacsonyabb pH-n indul.

- A Cu®-, Ni*"- és Zn*"-iont tartalmazo valamennyi rendszer esetén az
imidazol-NH" protonja fémion indukaltan szorul le, ami az imidazol koordinaciéjat
tamasztja ald. (A Zn*"-im-4-Cha titralasi gorbéi nem mutatnak az imidazol-NH"
deprotonalodasi tartomanyaban a fémkomplexek képzddéséhez rendelheté mérhetod
pH-effektust, de az 'H NMR eredmények gyenge imidazol-N(3) részvételével
torténd koordinaciora utalnak.)

- Mig valamennyi amino-szdrmazék esetén a horgonydonor szerepét a
hidroxamat-oxigének toltik be, dontden a Cu®'- és Zn*"-komplexekben, addig a
megfeleld imidazol-analdgok mindharom fémiont tartalmazo rendszereiben az
imidazol-N(3) a horgony. (A Ni*'-amino-szarmazékok komplexeiben inkabb a
nitrogéneknek (N, Nhigr) jut meghatarozo szerep a fémionok megkotésében.)

- A megfeleld, primer (Ry = H) ligandumok fémmegkotd sajatsagat
osszevetve megallapithatdo, hogy a Cu’-a-Alaha, -p-Alaha, -GABAha
rendszerekben képz0dd fémkorona tipusi részecskék analogjai az imidazol-
szarmazékokkal is képzddnek és a stabilitasi sorrend is azonosan alakul (a
[CusL4H.4]*" komplexek stabilitasi sorrendje az egyes ligandumokkal p-Alaha >>
a-Alaha > GABAha, illetve im-4-Aha >> im-4-Cha > Z-Hisha). Kiilonbségként
allapithatdo meg ugyanakkor, hogy az imidazol-szarmazékok koziil az im-4-Cha-val
a fémkorona tipust komplex a Ni*" - és Zn**-ionokkal is kimutathaté volt.

- A szekunder (Ry = CHj;) imidazolhidroxamsav koordinacios képességét
Osszehasonlitva a megfeleld N-Me-aminohidroxamsav analdggal megallapithato,
hogy mig az N-Me-a-Alaha rendszereiben mono- és biszkomplexek képzodtek,
addig a megfeleld imidazolhidroxamsav Cu®- és Ni*'-tartalmi mintaiban ezen
komplexek mellett kétmagvu részecske is megjelenik, ahol egy ligandum hidként
kot dssze két hidroxamato-kelatos monomert.

-62 -



Csapo Edit doktori (Ph.D) értekezés

4.3. Az Rc oldallancban amino-N és imidazol-N donorcsoportokat
tartalmazé monohidroximsavak Cu® ., Ni? ., zn’ +-komplexei

A tanulmanyozott két ligandum (Hisha és N-Me-Hisha), melyek ebbe a
csoportba sorolhatoak és szerkezeti képletiiket az 1. abran bemutattuk, a molekula
Rc oldallancaban az amino- és imidazolcsoportot is tartalmazzak. Mivel a Hisha
fémmegkotd sajatsaga mar irodalmi el6zményekbdl ismert [34-36, 80-83, 85-86,
89-90], ezért jelen munka soran csak reproduktiv méréseket végeztiink az
eredmények jobb Osszevethetésége miatt. A Hisha-t tartalmazd rendszerek jelen
munka soran meghatarozott oldategyensulyi modelljei, a képz6édé komplexek
stabilitasi allandoi (6. tablazat) mindharom fémion esetében jo egyezést mutattak a
korabban mar meghatarozott értékekkel. A komplexekben kialakuld koordinacios
modokat az Irodalmi attekintés fejezet mar bemutatta [36, 83].

Az N-Me-Hisha esetén a hidroxamat N-metil szubsztituenst tartalmaz, ezaltal
a koordinacioban nem vehet részt. Ezen donoratom koordinaciobol valod
kiiktatasaval egy olyan ligandumhoz jutunk, mely a molekula két végén egy-egy
jol elkiiloniilt kelatképzé csoportot (hidroxamat-[O,0] és hisztamin-tipusti [NH,,
Nimia]) tartalmaz. Vizsgalatainkat, hasonléan a korabbiakhoz, pH-potenciometrias
titralasokkal inditottuk, melynek eredményeit az N-Me-Hisha rendszereiben 1:1 és

1:2 fémion-ligandum aranyoknal a 30. dbra mutatja.

12 (a) 12 (b)

2 T T T T T 2 T T T T T )

-1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5
lug ekvivalens lug ekvivalens

30. abra: A szabad ligandum, valamint a Cu®*-, Ni*'-, Zn**-N-Me-Hisha 1:1 (a) és 1:2
(b) fémion-ligandum aranyu rendszereinek titralasi gorbéi,
c.=0,0025 M, t=25"C,1=0,20 M (KCI)

A 30./a abrabeli 1:1 fémion-ligandum aranyt titralasi gorbéket elemezve

megallapithaté, hogy a Cu®'-tartalmi mintakban a komplexképz6dés méar pH ~ 3
alatt kezdddik, s a ligandum mindharom disszociabilis protonjat pH = S5-re el is
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vesziti, de ezutan csapadéklevalas figyelhetd meg. A Ni*'-t tartalmazo rendszerben
a komplexképzés pH ~ 3,5-nél indul és az abrabol lathato, hogy elsé 1épésben,
atfedé folyamatokban, fémion indukaltan 2 ekvivalens protonleszoritas torténik,
ami a donoratomok molekulanbeliili elhelyezkedését is figyelembe véve, minden
bizonnyal az amino- és imidazolcsoportok koordinacioban valo szerepére utalhat, a
hidroxamsavcsoport feltehetéen ekkor még protonalt. Egy jol definialt pH-ugrast
kovetéen a pH = 6 - 8 tartomanyban, kdzel ahhoz a pH-tartoméanyhoz, ahol a
hidroxdmsavcsoport mar a szabad ligandumban is protont veszitene, egy ujabb
lugfogyasztd folyamat lathatd, melyben minden valdszinliség szerint a
hidroxamsavcsoport deprotonalddasa kovetkezik be. A Zn*'-tartalma rendszerben
mérhetd komplexképzédés pH = 5-t6] figyelhetd meg, de a Ni**-ionnal ellentétben,
atfednek. A 30./b abran 1:2 aranynal regisztralt titralasi gorbéknél a Cu*'- és Ni*'-
rendszerekben a fémion hidrolizise a ligandum feleslegének koszonhetéen
visszaszorul, ami kélcsonhatasra utal ligandumfelesleggel, de a Zn*"-ion esetén pH
= 8,5 felett csapadéklevalas kovetkezik be. A titralasi gorbék illesztésével a
fémkomplexekre szamolt stabilitasi allandokat, egyiitt a Hisha rendszerekre ujra
meghatarozott értékekkel, a 6. tablazat mutatja.

6. tablazat: A Cu’’-, Ni*'-, Zn>"-Hisha és -N-Me-Hisha rendszerekben képz6dé komplexek
stabilitasi allandoi (log ), t =25 °C, 1=0,20 M (KCI)

komplex Hisha N-Me-Hisha

Ccu® Ni*" Zn" cu® Ni*" Zn*

log B

[MLH,’" 20,402 - - 20,2(1) - -
[MLHT* 17,35(7) 15,27(1) 13,73(5)117,46(2) 1545(2) 13,52(3)
ML]" - 9,35(1) - - 9,093) 6,97(3)
[MLH,,] - - -1,0(7) - - -1,37(4)
IMLH 3382 - - - - -
IM,L, > 29,43(9) - - 29,52(3) - -

IM,L,H, " 23,6(1) - - - ; .
[ML,H,]**  33,81(6) 29,32(2) 263(2) !32,61(9) 29,69(4) 26,86(4)
[ML,H]" 27,9(1) 23,25(2) 20,49(5)! 25,5(1) 22,69(7) 19,70(6)

[ML,] 21,0609) 16,292) 112(1) 11745(7) 14,53(9) 11,51(7)
ML,H,T  11,7(1) 5.77(4) - - - -
[ML,H] - - - - 26.9(2) -
[ML,] . - - - 18.4(2) -
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Ahogyan az a 6. tablazatban lathat6, a Cu* -tartalmi rendszerben a titralasi
gorbék illesztésével kapott modell mono- és biszkomplexek mellett egy [Cu,L,]*"
Osszetételll részecskét is tartalmaz. A kisérleti adatok megfeleld illesztése elérhetd
volt akkor is, ha a [Cu,L,]*" komplex helyett az ugyancsak 1:1 fémion-ligandum
aranyt [CuL] részecske szerepelt a modellben, de a kétmagli komplex jelenlétét
igazolja az 1:1 fémion-ligandum aranynal, pH = 5,30-nal felvett ESI-MS spektrum
([Cu,Lo]* = 247 m/z, {[Cu,L,]C1} = 529 m/z).

A Cu”*"-N-Me-Hisha rendszerben képz6dé részecskék koncentracioeloszlas
gorbéje a 31./b abran lathaté. Az abran fekete pontokkal az ugyanilyen aranyt
rendszer UV-lathato spektrumaban megjelend d-d sav A, értékei is fel vannak
tiintetve. A két ligandum Cu®*-ionnal valo kélcsonhatasanak jobb Gsszevethetésége
érdekében a  Cu’’-Hisha 1:2 fémion-ligandum ardnya  rendszerének
koncentracideloszlas gorbéjét és a An.x pH-szerinti valtozasat szemlélteti a 31./a

abra.

u** + 800

[CusL* Mnm)
+ 750
[CuL,]

1 700
[CuL:H: P {culyir

.

- 650

[chLey® X .

T T T T T T T 600
2,5 4,5 6,5 85 pH 105 25 35 45 55 65 75 85pH95

(a) (b)
31. abra: A Cu*'-Hisha (a) és Cu*'-N-Me-Hisha (b) 1:2 fémion-ligandum aranyu
rendszerekben képzddo részecskék koncentracioeloszlas gorbéje, valamint a lathato
spektrum d-d sdvjanak A, értékei, c; = 0,0025 M

Lathato a 31. abrardl, hogy mindkét rendszerben a mérheté komplex-
képzédés Cu’"-ionnal pH = 2,50 felett mutatkozik, de mig ESR mérésekkel
bizonyitottan a Hisha-val a hidroxamat-oxigéneken indul a fémion-ligandum
kolcsonhatds [36], addig az N-Me-Hisha esetén monodentat, N4 koordinacioja
igazolt a [CuLH,]’" komplexben. Ezen imidazol-N(3) koordinacidjat ESR
méréseink tamasztjak ala. Nevezetesen, a részecskére meghatarozott A = 126,0
10* cm™ és g = 2,373 értékek hasonldak, mint amit mas, Cu*'-hisztidintartalma
peptid rendszer esetén, egyfogii Ningq koordinacidora meghataroztak [127]. A
[CULH,]*" részecske kotésmodjat az 1:1 és 1:2 fémion-ligandum ardnynal
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regisztralt UV-lathatd spektrofotometrias méréseink is valosziniisitik, hiszen a

hidroxamat-[O,0]-koordinaciéora utalo toltésatviteli sav csak pH = 3,20 felett
mutatkozik.

A Cu”-N-Me-Hisha rendszerben képz6dé [CuLH]*®  osszetételii
részecskéhez ESR méréseink alapjan kétféle kiilonbozé kotésmod is rendelhetd,
ami kotési izomerek jelenlétét tamasztja ala. Az egyikben a hidroxamat-[O,0]-, a
masikban a hisztamin-tipusi [NH,,Niq]-kelatokon  kapcsolodik a fémion a
ligandumhoz. Az [O,0]-kelatra meghatarozott ESR paraméterek (A, = 155,0 - 10*
cm’, g, = 2,305) hasonldak az acetohidroxdmsav [CuL] komplexére mért
értékekkel [30], viszont a parhuzamos vonalak nagyobb vonalszélessége, amely a
fel nem oldott nitrogéncsatolasbol szarmazhat, és az erésebb ligandum térerdsség
(kisebb g érték) az [NH;,Niniq]-koordinaciot is alatdmasztjak (A= 156,0 10" e
" g, = 2,272). Az izomerek aranya kb. 60-40 % koriil valtozik a hidroxamat-kelat
javara”.

Hasonlésagként megfigyelheté mindkét Cu®*-ligandum rendszerben, hogy
dimer részecskék is képzddnek, de megjelenésiik az N-Me-szarmazék esetén sokkal
dominénsabb, mint a Hisha rendszerben, ahol csak ~ 20%-ban vannak jelen vegyes
koordinacios moddal [36]. A 31./b abra jol szemlélteti, hogy a lathato spektrum d-d
savja a [Cu,L,]*" képz6édési tartomanyaban nem mutat semmiféle eltolodast, pH =
4,50 felett Ao = 625 nm marad. A detektalt, A, = 625 nm-es érték kisebb, mint a
Cu’*-Aha rendszerben a tisztan bisz-[0,0]-koordinacié esetén regisztralt érték
(Amax = 650 nm) [31], viszont nagyobb, mint a Cu**-hisztamin rendszerben a bisz-
[NH;,Nimiq]-koordinacidjakor jelentkezé d-d sav hullamhossza (An.x = 600 nm)
[128-129]. Mindezen eredményekre alapozva, az atlagos kornyezeti szabalyt is
alapul véve, feltehetdéen egy [O,0]-kelat és egy [NH,,Ninq]-kelat koordinalodik
egy fémionhoz. Az UV-Vis adatok mellett CD méréseink is alatamasztjak ezen
megallapitasunkat, ugyanis a spektrumban két sav (Apn.x = 380 nm(+) és Apa = 680
nm(+)) jelenik meg pH = 4 felett és ezek a pH tovabbi ndvelésével nem mutatnak
semmiféle eltolodast, illetve mas savok sem jelennek meg, csak intenzitasuk

novekszik kismértékben. Korabbi eredményeinkre alapozva a Ay, = 380 nm-nél
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megjelené sav a hidroxamat-oxigének koordinaciojat tamasztja ald [40],° mig
pozitiv savot Ap., ~ 680 nm-nél hisztamin-tipusu koordinacié esetén regisztraltak
korabban [129]. Mivel ezen ligandumnal a két emlitett kelat egyidejii koordinacidja
ugyanazon fémionhoz monomer komplexben sztérikusan nem lehetséges, igy
bizonyos, hogy polinuklearis részecske is képzdodik. Mindkét szerkezetvizsgalod
modszerrel kapott eredményekkel 6sszhangban, ESR méréseink is utalnak pH ~ 4,0
felett egy vagy tobb oligomer komponens megjelenésére, melyekben mind az
[NH;,Niniq]-, mind az [O,0]-kelatok fémionhoz valé koordinacigja valdésul meg. A
spektralis adatok a biszkomplexekben is hasonl6 koordinacidos mdédok kialakulasara
utalnak, ugyanis a részecskék képz6dési pH-tartomanyaban (31./b abra) a detektalt
Amax = 625 nm, mely a fentebb emlitett okok miatt valdszintisiti, hogy ezen
komplexben is egy [0,0]- és egy [NH,,Niniq]-kelat fémionhoz valdé koordinacidja
kovetkezik be. Mindezek mellett azért az 1:5 fémion-ligandum aranynal felvett
ESR spektrumokban az oligomerizaciora jellemzd singlett jel mellett, bar kis
intenzitassal, megjelenik egy komponens, melynek spektralis paraméterei (A =
176,5 - 10* cm’, g = 2,259) arra utalnak, hogy ezen arany mellett, kis
koncentracioban képzddik olyan biszkomplex, melyben a fémionhoz négy nitrogén
koordinalddik. (A két-két ekvivalens nitrogén csatolas és a komplex rombos
szimmetriaja, az amino- és imidazol-nitrogének transz elrendezédését valdszindisiti
a 10. abra (a) szerkezetéhez hasonldan. A cisz elrendezddés esetén a két kémiailag
ekvivalens nitrogén nem ugyanabban az iranyban adna a legnagyobb csatolast, igy
négy eltéro érték adodna.)

Kiilonbségként mutatkozik a két rendszer kozott, hogy a hidroxamat-N-
nek, ha lehetésége van koordinalodni, meghatarozd szerep jut nagyobb pH-n.
Nevezetesen, a Cu®"-Hisha rendszerben, pH = 8-nal ~ 90%-ban jelenlévd [Cul,]
komplexben bisz-[NH,, Ny4]-koordinacio valosul meg, a pH emelésével pedig
hidroximat-kelat alakul ki a [CuL,H.;] részecskében [36]. A szekunder szarmazék
esetén a metilcsoport jelenléte miatt ezen kotésmod nem valdsulhat meg.

A Cu®'-tartalmi rendszerekkel ellentétben, a Ni*'-N-Me-Hisha esetén

regisztralt UV-lathatdo spektrumok paraméterei, melyek oktaéderes komplexek

3 A Apax ~ 350 nm-nél nem csak a hidroxamat-oxigének, hanem korabbi méréseink ¢és
irodalmi adatok alapjan is az imidazol-N koordinacidjara utalé sav is megjelenik, ezért
feltehetden ezek a regisztralt spektrumban atfedhetnek egymassal [130-131].
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képz6dését mutattak, tisztan hisztamin-tipusi koordinaciot tamasztjak ala, a
hidroxamat-oxigének nem vesznek részt a fémionok megkotésében [128]. Lathato
az oldategyenstlyi modellb6l, a Ni*'-Hisha rendszerekkel ellentétben, hogy a
mono- és biszkomplexek mellett mar triszkomplex is képzédik. Az 1:4 fémion-
ligandum aranyu rendszer koncentracioeloszlas gorbéjét a 32. abra szemlélteti,
melyen fekete pontokkal az ugyanilyen arany( rendszer esetén regisztralt UV-Vis
spektrumban megjelend, A, — T, (F) atmenethez rendehetd d-d sav An., értékei
is fel vannak tiintetve.

10 T LTS
o2+ H,
Ni [NiL,H,J** N N, ——C
081 - 580 o~
Mnm) : —N )il
= : cH—_H2 ! /
9,6 - 570 Neool 1 _-NHp
5 e N
£ LN
404 1 - 560 -: "
HoN
/ \ \ y—=/
0.2 - 550 o
N —cC
H H,
0,0 54(Q  Messssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans H

35 45 55 65 75 85 pH95
32. dbra: A Ni*’-N-Me-Hisha 1:4 fémion-ligandum aranyu rendszerében képz6d6
részecskék koncentracioeloszlas gorbéje a lathatod spektrum A, értékeivel (cp = 0,0025 M),
valamint a [NiL;] triszkomplexbeli feltételezett kotésmod

A 32. abran az UV-Vis spektrum A, értékei jol mutatjak a triszkomplex
képzédését is, hiszen pH ~ 7,20 felett ezen komplexek megjelenésével
parhuzamosan a Ap.x ~ 553 nm-r6l ~ 542 nm-re tolddik, melyek a fémion
koordinacids szférajaban 1évo 4N mellett tovabbi két nitrogén belépését tamasztjak
ala [132]. Megallapithato tehat, hogy a hidroxamat-N koordinaciobol valo
kiiktatasa kovetkeztében az oxigéneknek sem jut szerep a fémionok megkotésében,
csak az amino-N ¢és imidazol-N(3) koordinacidja kovetkezik be oktaéderes
geometriaju komplexekben. A 32. abra a [NiL;] részecske feltételezett kotésmodjat
is mutatja.

Ellentétben a Ni*"-ionnal, mely az eredmények alapjan tisztan nitrogéneken
keresztiili koordinalodik a ligandumhoz, a Zn**-N-Me-Hisha rendszerben teljesen
mas donoratom preferencia allapithato meg, melyet a 33. dbran bemutatott 'H
NMR méréseink mutatnak. A 33. abran a szabad ligandum (folytonos vonal) és

fémiont is 1:2 ardnyban tartalmazo rendszerekben (szaggatott vonal) a ligandum A,
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B és C-jelzésti, nem labilis protonjainak kémiai eltolodasai értékei latszanak a pH'

fliggvényében.

8,80 1.,
8,30 -
7,80 -
2730 4 _ A
£6,80 - HN/§N | T
D 535 \/kc/cn\ N
C B
3,25 1 T 0

3,15 \ \ \ \ \
3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
pH*
33. bra: Az N-Me-Hisha (folytonos vonal) és a Zn>'-N-Me-Hisha 1:2 ardnyt
rendszerében (szaggatott vonal) a ligandum A, B és C-vel jelzett protonjainak kémiai

eltolddas értékei a pH* fiiggvényében, ¢; = 0,005 M, 1= 0,20 M (KCI) (D,0)

Jo egyezésben a titralasi gorbékkel, a komplexképzodés pH = 5,0 felett
indul a Zn*"-ionnal, de mérhetd kolcsonhatast csak a ligandum C-vel jelzett, nem
labilis protonjainak kémiai eltolodas valtozasai mutatnak, melyek a hidroxamat-
oxigének fémionhoz valod koordinalodasara utalnak. A ligandum ,,A” és ,,B”-vel
jelzett protonjai, melyek az imidazol-N fémionhoz vald kotddését érzik leginkabb,
a C-vel jelzett proton jeléhez képest csak kismértékii eltolodast jeleznek a fémiont
is tartalmazd6 mintaban a szabad ligandumhoz képest. Feltehetéen kis
koncentracidban az imidazol- és amino-nitrogének koordinacidja kotési
izomerekben valosulhat meg. Hasonléan a Zn*'-Hisha rendszerekhez a kisérleti
eredmények a Zn’'-N-Me-Hisha rendszerekben képz6dd komplexekben is a
hidroxamat-oxigének fémionhoz valo k6tédése a dominans.

4.4 Az Rc oldallancban amino-N, imidazol-N és peptidcsoportot
tartalmazé monohidroximsavak Cu® ‘., Ni? ., Zn2+-komplexei:
hisztidintartalmu peptidhidroxamsavak

Ezen ligandumok R oldalldncaban az amino- ¢és imidazolcsoportok mellett
peptidcsoport(ok) is talalhato(ak). Koziiliik harom, melyek szerkezeti képlete az 1.
abran lathaté, az AlaHisNHOH, AlaAlaHisNHOH, HisAlaNHOH, primer
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peptidhidroxamsavak (a hidroxamat-N-en hidrogén szubsztituenst hordoznak). Az
olaszorszagi egyiittmikddé laboratériumban az N-Me-szarmazékok kozil, a
szintézis soran fellépd tisztitasi és még inkabb stabilitasbeli problémak miatt, csak
a HisAlaN(Me)OH-t sikeriilt eldallitani. Ez esetben is a szamtalan kisérlet
mindossze néhdny mg anyagot eredményezett, igy csak a Cu®'-tartalmu
rendszerekre tortént néhany vizsgalat, melyek kozelité eredményeket szolgaltattak,
mivel 2-3 nap alatt ez a ligandum oldatban elbomlott.

Ezen rendelkezésiinkre all6 molekuldkkal a korabbi, hisztidintartalmn
peptidek  és  koordinalédasra nem  képes  oldallaincot  tartalmazo
peptidhidroxamsavak fémmegkotd sajatsagara alapozva, célunk volt azon hatas
tanulmanyozasa, hogy az erds fémmegkotd imidazol-oldallanc jelenléte kiilonbozo
helyzetben egy peptidhidroxamsav szarmazékaban milyen iranyban és hogyan
valtoztatja a 12. abran ismertetett jellemz6 kotésmddokat. Valaszokat kerestiink
ezzel parhuzamosan arra is, hogy hogyan modosulnak a 11. abrdn bemutatott
jellemz6 koordinacidés modok egy hidroxamsavcesoport hisztidintartalmi peptidbe
vald beépitésével. Mindezek mellett jol ismert, hogy a peptidcsoport(ok) nagyon
sok esetben fontos fémionmegkotd-csoportnak mutatkoznak egy potencialis
hidroxamat-alap inhibitor molekula esetén, mely(ek) masodlagos kdotések
kialakitasaval az inhibicié szelektivitdsaban meghatarozo szerepet jatszhat(nak).

Az eredményeket molekulanként, elséként a C-terminalis aminosav részen
imidazolcsoportot tartalmazdak (AlaHisNHOH, AlaAlaHisNHOH) fémmegkoto
sajatsagat ismertetjiik, majd pedig az imidazolcsoportot az N-terminalis részen
tartalmazd  szarmazékok (HisAlaNHOH, HisAlaN(Me)OH) koordinacios
képességét Osszegezziik. A kapott eredményeket minden esetben Osszevetjik a
korabbi  fentebb  emlitett  hisztidintartalm@i  peptidek és  egyszeriibb
peptidhidroxamsavak eredményeivel.

4.4.1. A Cu**-, Ni**-, Zn**-AlaHisNHOH rendszerek

A pH-potenciometrias modszerrel regisztralt titralasi gorbék koziil egy
kivalasztott fémion-ligandum aranynal (1:1) mutat a 34. abra reprezentativ példat
mindharom fémion esetén. Ezen titralasi gorbékrél megallapithato, hogy a Cu*'-
tartalmu rendszerben a komplexképzddés pH ~ 3 felett indul és pH ~ 6-ig harom
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ekvivalens protonleszoritas torténik, de pH = 6 - 8 kozott egy Gjabb, negyedik

-1,0 1,0 3,0 5,0
lug ekvivalens

aranyu rendszerek titralasi gorbéi,

34. abra: A szabad ligandum, valamint a Cu’ s
Ni**- Zn**-AlaHisNHOH 1:1 fémion-ligandum

c.=0,0012 M, t=25"C,1=0,20 M (KCl)

7,0

4

lugfogyasztd  folyamat is
megfigyelhet6. A Ni*'-
ligadum kolcsonhatas pH ~
4,0 koril indul, de szemben a
Cu”*'-tartalmi rendszerrel itt
kooperativ folyamatokban
Osszesen Ot ekvivalens lag
fogy. A Zn*'-tartalma rend-
szerben, ahol pH = 5,5-t61
figyelhetd  meg  mérhetd
komplexképzodés, harom

ekvivalens protonleszoritas utan pH = 8 felett csapadékképzddést tapasztaltunk. Az

itt be nem mutatott, ligandumfelesleg (1:2 arany) alkalmazisa mellett felvett

titralasi gorbék nem utalnak ligandum-felesleggel mérheté kolcsonhatasra, ezzel

szemben a fémfelesleg (1,5:1 arany) mellett regisztralt gorbék a Cu®'-ion esetén

teljes fémmegkotodést mutatnak, mig a masik két ionnal a fémion felesleg

hidrolizise kovetkezett be. A titralasi gorbék illesztésével a fémkomplexekre

szamolt stabilitasi allanddkat a 7. tablazat mutatja.

7. tablazat: A Cu®'-, Ni*'-, Zn*"-AlaHisNHOH rendszerekben képz6dé komplexek
stabilitasi allandéi (log B), t = 25 °C, T=0,20 M (KCl)

ligandum komplex Cu”* Nit* Zn**
log B

AlaHisNHOH  [MLH,]*" - 1971(6) -
[MLH]* 17,59(7) - 12,88(5)
[ML]" 14,23(1) 7,85(4) 6,16(4)
[MLH,] 6,22(7) 0,81(5) -125(3)
[MLH,T - 731(6) -
[ML,] - 13,5(2) -
[MiLH,I* 247(1) - :
[M;L,H3]"  17,92) - -
[MsL,H,]  10,3(2) - -
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A stabilitasi  allandokbol szerkesztett koncentracideloszlas gorbék  koziil
reprezentativ példaként 1:1 fémion-ligandum aranynal a Cu*-tartalmu rendszerben
képz6d6 komplexek eloszlasa, valamint az ugyanilyen arany mellett regisztralt
UV-Vis spektrumban megjelend d-d sav A, értékei, a 35. abran lathatoak.

1,0 - — 650
AMnm)
0,8 1
[CuLH.] T 625
t
2,6 -
2 L 600
:ti)!4 o
(8]
- 575
0,2 1 [
0,0 +—= ‘ - 550

25 35 45 55 65 75 85pH9S5

35. abra: A Cu*'-AlaHisNHOH 1:1 fémion-ligandum aranyu
rendszerében képz6d6 komplexek koncentracioeloszlas gorbéje
(c.= 0,002 M), valamint a regisztralt lathaté spektrumokban megjelend
d-d s&v A,y értékei

Ahogy a 34. abrabeli titralasi gorbérol és a 35. abrabeli koncentracideloszlasbol is
jol latszik, a Cu*-AlaHisNHOH kozotti kolesonhatas pH ~ 3 felett a kis aranyban
megjelené [CuLH]*" Osszetételii részecske képzédésével indul, feltehetSen a
ligandum az amino-N-je mellett az imidazol-N(3) koordinalddik a fémionhoz a
36. abran szemléltetett modon, de a peptidcsoport karbonil-oxigénjének gyenge
kotodése is  valosziniisithetd. Az ezen komplexben nem koordinalddo
hidroxamsavcsoport hordozza a disszociabilis protont, ugyanis az UV-lathato
spektrumban a hidroxamat-oxigének koordindcidjara jellemzo toltésatviteli sav
(Amax ~ 380 nm-nél) csak pH = 6 felett, a titralasi gorbén a negyedik lugfogyaszto
folyamat indulasaval jelentkezik, valamint az 1:1 fémion-ligandum aranynal
regisztralt CD gorbék sem mutatnak mérheté Cotton-effektust e részecske
képz6dési tartomanyaban. A rendszerben megjelend elsé igazan domindns
részecske a [CuL]’, mely viszonylag széles pH tartomanyban létezik, és amelyben
az imidazol-N(3) ¢és amino-N mellett a peptid-N is részt vesz a fémion
megkotésében, mig a negyedik koordinacios helyen feltehetéen egy vizmolekula
talalhatd (36. abra). Mivel a hidroxamsavcsoport még protonalt formaban van a
[CuL]" részecske formalisan [Cu(LH.))H] &sszetétellel irhatd fel. A regisztralt
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UV-lathato spektrumok PSEQUAD programmal torténd felbontasabol a [Cul]”
részecske egyedi spektruma (Apax = 600 nm, & ~ 65 M'cm™) jo egyezést mutat a
Cu**-GlyHis rendszerben ugyanezen donoratomok koordinaciéjakor regisztralt d-d
S&V Amax értékével [133], valamint az [NH,, N, Ninq] kelatra a Sigel-Martin féle
((6) egyenlet) szamolt A,y €rték is (~ 598 nm) megerositi megallapitasunkat.
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36. abra: A Cu*'-AlaHisNHOH rendszerben képz6dé komplexekben megvalosulo
legvaldsziniibb kdtésmodok

A pH-metrias kisérleti adatok tokéletes illesztéséhez elegendd volt a 7.
tablazatban szereplé komplexeket belefoglalni az oldategyensulyi modellbe, mely
nem-protonalt 1:1 arany komplexként az ESI-MS eredményekkel is igazolt (m/z =
303) [CuL]" részecskét tartalmazta. Ugyanakkor, a regisztrdlt ESI-MS
spektrumban 605 m/z értéknél egy dimer komplex jelenléte is megfigyelheto,
mindemellett az 1:1 fémion-ligandum aranynal, Olaszorszagban elkésziilt ESR
mérések is utalnak pH ~ 6,9-nél egy monomer-dimer egyenstlyra, de a spektrum
részletes felbontasat nem készitették el. Ezen dimer komplex feltehetéen
[(CuLH.)(CuL)]" 6sszetételnek felelhet meg, melyben az egyik lehetségesen
kialakulé k&tésmod ugy képzelhetd el, hogy a 36. abrabeli [CuL]" részecske nem
koordinalt, szabad hidroxdmsavcsoportja, miutan deprotonalodik, hidként képes
kotddni egy masik, szomszédos [CuL]" komplex negyedik, szabad koordinicios
helyére.
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A [CuLH.;] képzbédésével parhuzamosan, pH ~ 6,0 felett, a titralasi gorbén
(34. é4bra) a negyedik lugfogyasztd folyamat induldsaval, a hidroxamat-
koordinaciodra jellemz6 toltésatviteli sav megjelenik, mely a képz6do részecskében
mar a hidroxamat-oxigén részvételére is utal. Mindezek mellett az UV-lathatd
spektrumban jelentkezo d-d sav, ahogy a 35. abran a koncentracioeloszlas gorbén
is latszik, Apax = 600 nm-rél A, = 558 nm-re cstiszik. Mind a [CuLH_] egyedi
spektruméanak paraméterei (Amax = 560 nm, € ~ 115 M'cm™), mind a (6) egyenlet
altal szamolt hullamhossz érték (A ~ 565 nm) az [NH,, N, Ninig, Onial
donoratomok koordinaciojara utalnak. Mivel ezen donoratomok egyidejli
koordinacidja monomer komplexben nem lehetséges, ezért a részecske [CulLH.],
Osszetétellel adhatdé meg pontosabban, de az 1:1 fémion-ligandum aranynal
regisztralt ESR méréseink is pH = 8,4-nél ESR csendes részecske jelenlétére
utalnak. A komplex kotésmodja, melyet a 36. abra szemléltet, legvaldszinlibben
ugy képzelhetd el, hogy egy ligandum amino-N-je, deprotonalt peptid-N-je és
hidroxamat-O-je koordinalodik egy fémionhoz és a negyedik szabad koordinacios
helyre egy masik ligandum imidazol-N(3)-je hidként képes kotédni.*
Hasonléan a Cu’’-AlaAlaNHOH rendszerhez, trinuklearis részecskék az
AlaHisNHOH-val is képzddnek, bar 1:1 fémion-ligandum aranynal mennyiségiik
nem olyan szamottevd, mint az AlaAlaNHOH esetén megfigyelhetd volt [40].
Képzddésiikre egyrészt az utal, hogy az AlaHisNHOH is képes Cu”'- ion felesleget
megkdtni, masrészt az 1,5:1 aranynal regisztralt CD spektrumokban a hidroxamat-
0O-ek koordinacidjara utaldé CD sav (350 (+) nm-nél) mellett a hidroxamat-N-eck
jellemz6 savja is (430 (+) nm-nél) megjelenik pH ~ 9,0 felett [40]. A trinuklearis
komplex legvaldsziniibb kétésmaodjat a 36. abra mutatja.

A Ni*-tartalm@i rendszerekben, ahogy a koncentracideloszlas gorbe is
szemlélteti a 37./a abran, szinte kizardlag monomer komplexek képzdodnek. A
fémion-ligandum kolcsonhatas pH ~ 4 felett a [NiLH,]*" 6sszetételii részecskével

* Egy masik elképzelheté kotésmod megvalésulhatna ugy is, hogy a ligandum [NH,, N,
Nimia] donoratomjain koétné a fémiont, és a negyedik helyre egy masik ligandum
hidroxamat-[O,0]-kelatja axialis-ekvatorialis helyzetben ko6tddne, de ez korabbi
eredményeink alapjan egy in. vords eltolodast okozna a lathaté spektrumban, ami a jelen
rendszerben nem figyelheté meg [53, 95]. Ennek eredményeként e lehet6ség nem johet
szoba.
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indul feltehetéen monodentat imidazol-N(3) koordinalodasaval, de a peptidcsoport
karbonil-oxigénje is részt vehet a kdtésben.

1,0 1 03
0,8 Ni2+
. + . . _.9
b [NiL|" [NiLH.i] /[NiLH.,]"g02
2061 <
o
&20,4 — g
[NiLH,[* <01
0,2 NiLz]z
0,0 0

35 4,5 55 85 pH 95 350 400 500

65 75 450 . 550 600
(a) (b) Hullamhossz (nm)
37. abra: A Ni*"-AlaHisNHOH 1:1 fémion-ligandum aranyu rendszerében képz6d6
komplexek koncentracideloszlas gorbéje (a) és az ugyanilyen aranyu rendszer UV-Vis

spektruma (b) ¢, = 0,0015 M
A részecske kotésmodjat a stabilitasi allandojabol a  hidroxamsav- és

ammoniumcsoportok pK értékeinek levonasa utdn a szarmaztatott érték is
valosziniisiti (19,71 - 7,72 - 8,82 = 3,17), mely kozel jo egyezésben van a Ni*'-
imidazol rendszer esetén képz3dé [NiL] komplex stabilitasi allandojaval (Ni*'-
imidazol: log By = 3,09) [134].5 A pH emelésével két disszociabilis proton
kooperativ médon torténd elvesztése utan képzodd [NiL]" részecskében hasonld
koordinaciés mod allapithaté meg, mint az a Ni*'-GlyHis rendszerben képz3dé
[NiLH_;] részecskében kialakul, csak jelen esetben a hidroxamsavcsoport még
protonalt [135]. Az [NH,, N, Nia] kelat kialakulasat tamasztja ala az is, hogy ha a
Ni**-GlyHis rendszerben képz6dé [NiLH.,] komplex stabilitasi allandéjahoz még a
hidroxamat pK-t hozzaadjuk, akkor a kapott érték (-1,35 + 8,82 = 7,47) hasonlo,
mint a 7. tiblazatban a [NiL]" részecskére meghatarozott allando [135]. (Hasonléan
a labjegyzetben emlitett okok miatt, a szarmaztatott alland6 (~ 7,47) csak
kozelitdleg adhaté meg.) A pH ~ 6-ig képzddd komplexek, ahogy a 37./b dbran az
UV-lathato spektrum is mutatja, oktaéderes geometriajuak. A [NiLH.;] komplex
képz6désével parhuzamosan, a minta szinének sargara valtozasaval a spektrumban
geometriavaltas figyelhetd meg, egy A = 425 nm-nél megjelend, egyre nagyobb
intenzitasu toltésatviteli sav kindvése kovetkezik be, mely siknégyzetes részecskék

> Mivel a pH-potenciometria altal a ligandumra meghatarozott pK, értékek nem az
individualis csoportokhoz rendelhetd mikroallandok, hanem makroallandok, ezért a
szarmaztatott érték (~ 3,17) csak kozelitleg adhaté meg.
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képzédésére utal. Ez a valtozas eltérést mutat a Ni*'-GlyHis rendszerhez képest,

ahol pH ~ 8-ig csak oktaéderes mono- és biszkomplexek képzddnek [135], de jo
egyezést mutat a Ni*'-AlaAlaNHOH rendszerben megfigyelt tapasztalatokkal, ahol
az [NH,, N, Nuqa] donorok részvételével planaris komplex alakul ki [40].
Mindezen eredmények valosziniisitik, hogy jelen esetben is az utobbi, [NH,, N,
Nhuiar]-kelat kialakuldsa valdszinlisithetd a [NiLH.;] részecskében (az UV-Vis
spektrum PSEQUAD programmal torténd felbontasabol a részecskére szamolt
egyedi spektrum Ay, = 425 nm, € ~ 105 M'em™). A pH emelésével (pH ~ 9 felett),
ahogy a 37./b abra is mutatja, egy ~ 8 - 10 nm-es eltolodas figyelhet6 meg a
nagyobb hullamhosszak felé, ami valoszindsiti, hogy a negyedik koordinacios
helyen 1évé viz deprotonalodasaval [NiLH (OH)] vegyes hidroxo komplex
képzddik, ami formalisan [NiLH.,]" Osszetételnek felel meg. (A részecske egyedi
spektruma: Ay =435 nm, € ~ 180 M'lcm'l.)

A leggyengébb kolcsonhatas a Zn>'-tartalma rendszerben allapithaté meg, a
komplexképzés pH ~ 5,50 felett indul, ahogy a titralasi gorbe is mutatja, de még
ligandumfelesleg esetén is pH ~ 8 felett csapadéklevalas tapasztalhato, ezért a
titralasi gorbéket viszonylag sziik pH tartomanyban lehetett illeszteni. A kapott
oldategyensulyi modellt a 7. tablazat foglalja 6ssze, ahol lathatd, hogy minddssze
harom részecskére lehetett stabilitasi allandot meghatarozni. Az NMR méréseink,
melyeket a kotésmodok felderitése érdekében végeztiink, kotési izomerek
jelenlétére utalnak, hasonléan, mint az a Zn*'-AlaAlaNHOH rendszerben
megallapithat volt [40], a képz6ds részecskékben a Zn*'-ion feltehetéen a
hidroxamat-[O,0]-, vagy [NH,, CO]-kelatja révén kotédik a ligandumhoz. A
peptidcsoport deprotonalodasara utald jelet nem tapasztaltunk.

4.4.2 A Cu*-, Ni**-, Zn**-AlaAlaHisNHOH rendszerek

A tripeptidhidroxdmsav, valamint a harom fémion jelenlétében 1:1 fémion-
ligandum aranynal regisztralt titralasi gorbéket a 38. abra mutatja. Lathaté az
abrarol, hogy a Cu’'-ionnal a kolcsonhatas pH ~ 3 felett indul, és a ligandum
mindharom disszociabilis protonjat mar pH ~ 5,5-re elvesziti, de a pH tovabbi
emelésével két ujabb lugfogyaszté folyamat, feltehetéen a peptid-NH-k
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deprotonalodasa, torténik. A Ni*'-tartalmé rendszerben a kolcsonhatas pH ~ 5.5
12 felett kezd6dik és hasonloan

mas Ni* -tripeptidhidroxamsav
rendszerekhez az egyensuly
nagyon lassan allt be. A Zn*"
esetén, egyezésben az
AlaHisNHOH rendszerben
‘ ‘ tapasztaltakkal, pH = 6 - 8,5

2 T \
-1,0 1,0 3,0 5,0 7,0
lug ekvivalens kozott volt oldatbeli kolcson-

38. abra: A szabad ligandum és a Cu®"-, Ni*'-
Zn*"-AlaAlaHisNHOH 1:1 fémion-ligandum
aranyu rendszerek titralasi gorbéi, lehetett a titralasi gorbéket

¢ =0,0012M,t=25"C,1=0,20 M (KCI)

hatas igy ezen tartomanyban

illeszteni az oldategyensulyi

modell megalkotasahoz, melyet a 8. tablazat foglal 6ssze mindharom rendszerre.

8. tablazat: A Cu®'-, Ni*"- és Zn*"-AlaAlaHisNHOH rendszerekben képz6d6 részecskék
stabilitasi allandoi (log ), t =25 °C, 1=10,20 M (KCI)

ligandum komplex Cu” Ni Zn™"
log B
AlaAlaHisNHOH [MLH,]’"  22,6(1) - -
[ML]" 13,7(1)  7,34(6) 5,67(4)
[MLH.,] 8,7(3) 039(9) -3,35(7)
[MLH.,] 0,1(3) -8.9(1) -

[MsL,H,]  16,5(2) - -

Ahogy a modellekbdl is latszik, dontéen 1:1 fémion-ligandum aranyu
komplexek képzddnek, mérhetdé kolcsonhatas ligandumfelesleggel nem figyelhetd
meg, de a Cu’'-tartalmii mintakban fémfelesleg megkotés, hasonléoan a Cu’'-
AlaHisNHOH rendszerekben tapasztaltakkal, megallapithato.

A stabilitasi allandok segitségével szamolt koncentracideloszlas gorbék
koziil reprezentativ példaként a Cu’-tartalma, 1:1 fémion-ligandum aranyt
rendszerre vonatkozot a 39. abra szemlélteti. A komplexek kotésmodjainak
feltérképezésére UV-lathatd ¢és CD méréseket végeztiink, a regisztralt
spektrumokat 1:1 fémion-ligandum aranynal elséként a Cu®"- rendszerekben a 40.
abra mutatja.
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Cu?* méltort

25 35 45 55 65 7,5 85pH9S 105
39. abra: A Cu**-AlaAlaHisNHOH 1:1 fémion-ligandum aranyu rendszerében
képz6dé komplexek koncentracideloszlas gorbéje, ¢, = 0,0015 M
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40. abra: A Cu*'-AlaAlaHisNHOH 1:1 fémion-ligandum aranyu
rendszerének UV-Vis spektrumai, ¢ = 0,0013 M.
(a belso kis dbra a spektrum egy kinagyitott részlete)

A Cu*-AlaHisNHOH rendszerrel ellentétben, ahol a hidroxamat-oxigének
fémionhoz vald kotddése csak pH = 6 felett kdvetkezett be, jelen rendszer esetén

pH = 3,50-nél a hidroxamat-O koordinacidjara utald toltésatviteli sav Ay, ~ 350
nm-nél mar megfigyelhetd (40. abra). A képzddé komplexek 39. abrabeli
koncentracideloszlas gorbéjével egyezésben, minden valdszinliség szerint a
[CuLH,]*" Osszetételii részecskében a ligandum hidroxamat-[O,0]-kelatja révén
koti a fémiont, az amino- €s imidazolcsoportok még protonalt formaban vannak.
Megfigyelhetd tovabba, hogy ez a toltésatviteli sav pH = 5,36-ig fokozatosan
novekvd, majd csokkend intenzitasi. Ez azt mutatja, hogy a hidroxamat-oxigének
a pH = 5,36 felett fokozatosan szorulnak ki a Cu*"-ion koordinacios szférajabol és
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pH ~ 7,95-re ezek teljes kiszoritasa meg is torténik. A toltésatviteli sav mellett pH
= 4-ig a d-d sav A,y értéke ~ 750 nm-nél van (40. belsd kis abra) (a Sigel-Martin
féle (6) egyenlet alapjan a mono-[O,0]-kelatra szamolt Ay, ~ 740 nm). A bels6
kinagyitott spektrumrészlet jol mutatja azt is, hogy a pH emelésével (pH ~ 4 - 5,4
kozott) két sav, egy Amax ~ 665 nm-nél és egy Amx = 525 nm-nél 1évo, fed at
egymassal, de pH = 5,4 felett mar csak a Ay, = 525 nm-nél 1év6 és pH = 7,5-ig
egyre novekvé intenzitasu d-d sav jelenléte figyelhetd meg. A Ap.x ~ 665 nm-nél
1év6 sav a [CuL]" részecske képzddési pH tartomanyéban figyelhetd meg, mely jo
egyezésben a (6) egyenlet alapjan elvégzett szamolassal is, a részecskében az [NH,,
Nimig, 2 CO] kelat kialakulasat timasztja ala. A komplex jelenlétét pH ~ 4-nél ESI-
MS méréseink is igazoljak 374 m/z értéknél. A pH = 4-t6l ~7,5-ig fokozatosan
novekvd intenzitdsu, A, = 525 nm-nél jelentkez6 sav, parallel a [CulLH,]
komplex képzodésével mar 4N-es koordinacid kialakulasat tdmasztja ala. Ezzel
parhuzamosan a regisztralt CD gorbék is, melyeket a 41. abra mutat, szintén elérik
pH = 7,5-1g a
maximumot, és lathato,

hogy pH = 1l-g,
hasonléan az UV-lathato
spektrumokkal, nem is
mutatnak semmilyen
eltolodast. Az UV-lathato
és CD spektrumok

Hullamhossz (nm)

41. bras A Cu>*-AlaAlaHisNHOH 1:1 fémion-ligandum
aranyu rendszerének CD spektrumai, ¢; = 0,001 M . )
(pH = 4,08(A), 4,93(B), 6,20(C), 7,50(D), 10,57(E)) ralis parametercket a 9.
tablazat foglalja Gssze. A

tablazat a Cu*'-AlaAlaHis rendszerben képz6dé [CuLH,] komplex spektralis

felbontasabol nyert spekt-

paramétereit is mutatja, mely részecskében az [NH,, N, N', Njq] donoratomok
koordinaldodasa kovetkezik be [99]. A spektralis adatok szinte teljes egyezése
alatimasztja, hogy a Cu’'-AlaAlaHisNHOH rendszerben képzédd [CuLH.]
részecskében ugyanazon koordinacios mod allapithaté meg, mint a megfelelé Cu®'-
tripeptid rendszerben. ® A kialakult kelat szerkezete a 11./b abran lathato.

% A Cu*"-AlaGlyGlyNHOH rendszerben, ahol a [CuLH.,] részecskében a ligandum [NH,,
N, N, Nyigr] kelatja révén koti a fémiont, az UV-Vis spektrumban a A, = 500 nm [41-42].
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9. tablazat: A Cu”'-AlaAlaHis rendszerben képz6d6 [CuLH.,] és a Cu**-AlaAlaHisNHOH
rendszerben jelen 1évé [CuLH_] &sszetételii komplexek egyedi spektralis paraméterei

. koordinal6dé Apa/nm (/M em™)
ligandum komplex donoratom

UV-Vis CD
AlaAlaHis [CuLH,] [NH,, N, N, Njal 522 (101) 476 (+0,18) 554 (-0,93)

AlaAlaHisNHOH [CuLH,] [NH,, N, N, Nyl 525 (120) 477 (+0,17) 560 (-0,60)

A koztes, pH = 4,5 — 6,5 tartomanyban, ahogy a 39. abra is mutatta, trinuklearis
részecske képzédése is megfigyelhetd, melyben feltehetéen egy harmadik Cu**-ion
a hidroxamat-[O,0]-kelatok altal koordinalva kapcsol 6ssze két [NH,, N, N°, Nipnia]
donoratomok altal megkotott fémiont tartalmazd monomer egységet a 42. abran
szemléltetett modon.

42. abra: A Cu*"-AlaAlaHisNHOH rendszerben képz6do [CusL,H 4]
Osszetételii komplex egy lehetséges kotésmodja

A Ni*"-ionnal a komplexképzés pH ~ 5,5 felett indul és ezzel parhuzamosan
a detektalt UV-lathatd spektrumok planaris komplex képz6dést tamasztjak ala,
valamint a minta szinének sargara valtozasa is erre utal. A kiilonb6z6 pH-n
regisztralt UV-lathatd spektrumokat a 43./a dbra mutatja. Lathato, hogy pH = 6
felett egy Amax = 420 nm-nél megjelend, ndvekvo intenzitasa d-d sav jelenik meg,
mely pH = 8,10 felett Ay, ~ 410 nm-re cstszik.
A CD spektrumok is, melyeket a 43./b abra szemléltet, pH ~ 8 felett mas jelleget
mutatnak, ami valamiféle koordinacidés mod valtozasara utalhat ezen pH felett.
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43. abra: A Ni*"-AlaAlaHisNHOH 1:1 fémion-ligandum aranyu rendszerre, kiilsnb6z6
pH értékeken regisztralt UV-Vis (a) és CD (b) spektrumok, ¢;=0,0013 M

A kapott spektralis adatokat GOsszevetettik mind a Ni*-GlyGlyHis
rendszerben [98, 136], mind a Ni*-AlaGlyGlyNHOH rendszerben [41-42]
képz6d6é [NiLH.,] komplexek spektralis adataival, melyek kozil az elébbi
rendszerben a legnagyobb stabilitasi komplexben az [NH,, N, N, Njudl
donoratomok koordinalddnak, az utobbiban az [NH,, N, N°, Ny |-kelaton kotédik
a fémion a ligandumhoz. Az adatokat a jobb Gsszevethetdség érdekében a 10.
tablazatban foglaltuk Gssze.

10. tablazat: A Ni**-GlyGlyHis, - AlaGlyGlyNHOH, és -AlaAlaHisNHOH rendszerekben
képzddo 4N-es komplexek spektralis paraméterei

o M e

ligandum komplex kgz:::;i:)omdo Apax/nm (/M em™)
UV-Vis CD

GlyGlyHis [NILH,] [NH,, N, N, Nimia] 425 (141) 410 (+2,06) 469 (-1,85)

AlaGlyGlyNHOH [NiLH,,]
AlaAlaHisNHOH  [NiLH ]

NH,, N, N, Npig,] 400 (200) 388 (-0,10) 485 (-0,15)
NH,, N, N, N, ;] 420 (120) 410 (+0.85) 470 (-1,50) pH = 6-8
NH,, N, N, Nyii, ] 410 (180) 390 (-0,50) 471 (-1,00) pH>8

[
[
[
[

Az eredményeket elemezve megallapithatd, hogy az altalunk tanulmanyozott
tripeptidhidroxamsavval a pH = 6 - 8 tartomanyban kialakuld siknégyzetes
komplexben az [NH,, N', N', Nj,4] donoratomok koordinacidja kovetkezik be,
ugyanis a paraméterek teljes egyezést mutatnak a Ni**-GlyGlyHis rendszerben
képz6d6, ugyanilyen koordinaciés moda részecskéjével [98, 136]. A pH
emelésével viszont (pH = 8 felett) a koordinacié az imidazol-N(3)-rél fokozatosan
a hidroxamat-N-re tevodik at, mely megallapitasunkat a spektralis paraméterek jo
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egyezése tamaszt ala a Ni*'-AlaGlyGlyNHOH rendszerben képz3dé [NiLH.,]
Osszetételi részecske adataival, ahol az [NH,, N, N, Npq] donoratomok
részvételével kotédik a fémion a ligandumhoz [41-42]. A kialakuld kotési
izomereket a 44. abra szemlélteti. Ezen tanulméanyozott Ni*'-AlaAlaHisNHOH
rendszerben tehat a [NiLH._ ] Osszetételhez kétféle kotésmodu részecske tartozhat,

de ezen kotési izomerek egyensulya pH = 8,0 felett a hidroxamat-N-t magaban
foglald kotésmod felé tolodik el.

ch o HsC 0

N N N
2+
NI” <+—> N
/’ \\s
N ‘N\ o
2
k OH

pH=46,0-8,0 pH>8

44. abra: A Ni2+-AlaAlaHisNHOH rendszerben képz6dé
[NiLH_;] komplex feltételezett ktésmodjai a pH = 6 -11 tartomanyban

A Zn*'-tartalmi rendszerekben minddssze két részecskére lehetett stabilitasi
allandot meghatarozni a csapadéklevalas miatt a titralasi gorbék szik pH
tartomanyban valo illesztésével, még ligandumfelesleg (1:2 arany) esetén is pH =
8,5 felett csapadék jelent meg. Hasonléoan a Zn>'-AlaHisNHOH rendszerben
képz6d6 komplexekhez, NMR méréseink kotési izomerek kialakulasat mutatjak,
ugyanis mind az amino-N, imidazol-N és hidroxamat-O donorok melletti nem
disszociabilis protonok kémiai eltolodas értékei is csekély eltérést mutatnak a
fémiont is tartalmazd rendszerben a csak szabad ligandumot tartalmazo mintahoz
képest. Az amid-N deprotonalddasa szintén nem kovetkezik be. A [ZnLH,]

részecske minden valdsziniiség szerint vegyes hidroxo komplex.

4.4.3. A Cu**-, Ni**-, Zn**-HisAlaNHOH és -HisAlaN(Me)OH rendszerek

A HisAlaNHOH és HisAlaN(Me)OH is (hasonloéan, mint az N-Me-Hisha)
elkiiloniilt kelatképzo csoportot ([NH,, Nimia] és [O,0]) tartalmaznak a molekula két
végén. E peptidszarmazékok esetében azonban a két ,terminalis” kelatképzo
csoportot 0sszekotd lancban egy peptidcsoport is megtalalhat6. Oldategyensulyi
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méréseinket, hasonléoan a korabbiakhoz, pH-potenciometrias titralasok-kal
12 1 . inditottuk és a kapott
titralasi  gorbék kozil a
HisAlaNHOH esetén egy

kivalasztott fémion-

ligandum aranynal mutat

be reprezentativ példat a

10 10 30 50 70 45, abra mindharom

lag ekvivalens
45. abra: A szabad ligandum, valamint a Cu®*-, Ni*"-, _ _ _
Zn*'-HisAlaNHOH 1:1 fémion-ligandum aranyt titrdlasi ~ gorbekbdl ol
rendszereinek titralasi gorbéi, latszik, hogy mig a
c.=0,0012M,t=25°C,1=0,20 M (KCI)

fémion rendszerében. A

kolcsonhatas  Cu® -ionnal
pH = 3 felett, addig a Ni*"-ionnal pH = 4-t3] kezd6déen indul és a ligandum
mindharom disszociabilis protonja fémion indukéltan szorul le. Mig a Cu*"-ion
esetében egyértelmiien jelentsen atfedd folyamatokban szorulnak le a protonok,
addig a Ni*"-iont tartalmazé rendszerben a harmadik folyamat elkiiloniil. Ezen
tulmenden mindkét rendszerben egy extra lugfogyasztd folyamat is bekdvetkezik
pH = 6 - 8 kozott. A legkisebb pH-effektus a Zn*'-ionnal figyelheté meg, és
hasonléan a tobbi, jelen munka soran tanulmanyozott Zn'-peptidhidroxamsav
rendszerekkel, a csapadékképzodés pH = 8,5 felett itt is megjelenik. A gorbék
illesztésével kapott oldategyenstlyi modellt és a részecskék stabilitasi allandoit a
11. tablazat tartalmazza. A tablazat mindemellett mutatja a Cu®*-HisAlaN(Me)OH
rendszerben képz6dé komplexek stabilitasi allandoit is. Ahogy a 4.4. fejezet
bevezetdjében emlitettiik, a HisAlaN(Me)OH ligandumbdl mindéssze néhany mg
anyag allt rendelkezésiinkre oldategyenstlyi vizsgalatainkhoz, melynek
eredményeként csak néhany kozelitd pH-potenciometrids ¢és UV-lathato
spektrofotometrias vizsgalat késziilt el, az is csak a Cu**-ionnal.

-83 -



Imidazoltartalmii monohidroxamsavak oldatbeli kélcsonhatisa Cu’*-, Nitt- és

Zn’"-ionokkal

11. tablazat: A Cu*'-, Ni*"-, Zn’"-HisAlaNHOH és a Cu’"-HisAlaN(Me)OH rendszerekben
képz6d6 komplexek stabilitasi allandéi (log B), t =25 "C, 1= 0,20 M (KCI)

ligandum komplex cu Nt zZn”
log B
HisAlaNHOH [MLH®  17,83(3) 15,77(2) 13,87(2)
[IM,L,]*"  29,76(7) 21,18(1) 16,66(6)
[MLH_,] - 1,02(6) -2,2(1)
[M,LH,]  157(2) - -
[MLH_,] - 9138) -
[MLH,’"  34,02) 29,6(1) -
[ML,H]" - 22,3(1) 19,02)
HisAlaN(Me)OH [MLH]”  17,53(3)
[IM,L,]*"  29,46(6)
[MLH_,] 3,89(6)
[MLH,J""  32,92)

Ahogyan a 11. tablazat mutatja, szemben a masik két korabban bemutatott
peptidhidroxamsav rendszerrel, a HisAlaNHOH-val a monokelatos komplexek
mellett biszkomplexek képzddése, és mindharom fémionnal a monomerek mellett
egy dimer részecske, az [M,L,]*" jelenléte is megfigyelhets.

A Cu™- és Ni*'-tartalmi rendszerekben 1:2 fémion-ligandum aranynal
keépz6do komplexek koncentracideloszlas gorbéjét a 46. abra szemlélteti.

1,0 1 1,0 1
Cul,H,|*
0.8 [CuL;H,] [CusLoHo| 081
k) z
80,6 90,6
0 ‘o
£ £
‘:30,4 ::420,4
02 021
0.0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0 ; ; : ‘ ‘
25 35 45 55 65 75 85 95pH105 35 45 55 65 75 85 pH95
N ()
46. abra: A Cu™ -(a) és Ni" -(b)-HisAlaNHOH 1:2 fémion-ligandum aranyt
rendszerekben képz6d6 komplexek koncentracioeloszlas gorbéi, ¢ = 0,002 M

A Cu*'-tartalmi rendszerben az elsé mérhetd koncentracidban megjelend
részecskében a spektralis paraméterek a hisztamin-tipusi [NH, Nipq]-kelaton
keresztiili kotédést tamasztjak ala. Nevezetesen, a [CuLH]*" részecske képzOdési
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tartomanyaban, az UV-lathatdé spektrumban (47. abra) jelentkezd d-d sav Ap., =
665-670 nm kozo6tt mutatkozik, mely jo egyezésben van a (6) egyenlet alapjan, egy
[NH;, Nimig, 2 H,O] koordinaciojat feltételezve szamolt A, ~ 673 nm értékkel is.
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.
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Hullamhossz (nm)
47. abra: A Cu*"-HisAlaNHOH 1:2 fémion- 48. abra: A Cu’'-HisAlaNHOH
ligandum ardnyu rendszerének UV-Vis rendszerben képz8dé [Cu,L,]*" komplex
spektrumai, ¢ = 0,0014 M feltételezett kotésmodja

A [CuLH]* részecske mellett, a viszonylag széles pH-tartomanyban (pH ~ 4
- 8) és mintegy 80 %-ban jelenlévd [CuL,H,]*" biszkomplexben is hisztamin-tipusu
koordinacio valdsziniisithetd. A részecske individualis spektruma A,,x = 600 nm (g
~ 55 M'em™), mely jo egyezésben van a (6) egyenlet alapjan egy bisz-[NH,,
Nimia]-kelatra szamolt A, értékkel is (Apx = 600 nm). A hidroxamat-oxigének
koordinacidjara jellemz6 toltésatviteli sav, ahogy a 47. abra is jol szemlélteti, csak
pH ~ 3,7-t6l, a dimer részecske képzOddésével parhuzamosan mutatkozik.
Felteheten ezen dimer, [Cu,L,]*" komplexben mar mind a hidroxamat-[0,0]- és a
hisztamin-tipusu [NH,Njq]-kelatok koordinacidja a 48. abran szemléltetett
moédon kdvetkezhet be. Ez a részecske pH = 3,5 - 7,5 tartomanyban, maximalisan
kb. 35 %-ban van jelen a 46. abran megadott feltételek mellett. A pH emelésével
(pH = 6 felett) parhuzamosan a titralasi gérbén (45. &bra) is megfigyelhetd 1)
lugfogyaszto folyamat indulasaval, az UV-lathatd spektrumban mutatkozé d-d sav
Amax €rtéke 600 nm-rél ~ 550 nm-re csékken, valamint a regisztralt CD gorbéken
ezen hullamhossznal a deprotonalt amid-N koordinalodasara utald sav (Apa.x ~ 550
nm(-)) is megjelenik. Valamennyi emlitett paraméter hasonlé a Cu**-AlaHisNHOH
rendszerben képz6dd [CuLH. ], 0Osszetételi komplexnél tapasztaltakkal (4.4.1.
fejezet), melyek tehat az amino-N, amid-N, imidazol-N(3) és hidroxamat-O
donoratomok koordinaciojat tamasztjak ala (36.abra).
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Osszehasonlitva ezen ligandum Cu®**-ionnal valé komplexképz6 sajatsagat a Cu*'-
N-Me-Hisha rendszerben tapasztaltakkal, ahol szintén a hidroxamat-[O,0]- és
[NH,Nimiq]-kelatok a ligandum két végén, -elkiiloniilten helyezkednek el
egymastol, megallapithatd, hogy mindkét rendszerben a biszkomplexek képzodése
preferalt. Fébb kiilonbség mutatkozik viszont a [Cu,L,]*"/[Cul,H,]*" aranyban,
ami jol latszik, ha 6sszehasonlitjuk a 31./b és 46./a abrakat. Nevezetesen, mig a
Cu’*-N-Me-Hisha rendszerben a dimer, [Cu,L,]*" mennyisége dominansabb a
biszkomplexekhez képest, addig a Cu*-HisAlaNHOH rendszerben az arany éppen
forditott.

A Ni*"-tartalmi rendszer esetén pH = 7 - 7,5-ig a spektralis paraméterek
oktaéderes geometriaju komplexek jelenlétére utalnak. Mind a mono-[NiLH]*,
mind a bisz-[NiL,H,]*" és -[NiL,H]" komplexekben a ligandum [NH,,N;iq]-kelatja
révén koordinalodik a fémionhoz, mig a dimer [Ni,L,]*" részecskében a 48. abran
bemutatott koordinacidos mod feltételezhetd. Az UV-lathatd spektrum lAlg—>1A2g
és lA1g—>lB1g atmenetekhez rendelhetdé paraméterei a mono-[NH,,Niyq]-kelatra
Amax ~ 390 nm (¢ ~ 8-10 M'em™) és Apax ~ 640 nm (g ~ 3-5 M'em™), mig a bisz-
[NH,, Nimia] komplexre Amax~ 370 nm (g ~ 13-15 M'em™) és Apax~ 570 nm (g ~ 5-
8 M'em™). Az értékek jO egyezésben vannak a Ni*“-hisztamin rendszer esetén
ugyanezen donoratomok koordinalodasakor regisztralt paraméterekkel, ahol ezen
kelatok fémionhoz vald kotddése szintén oktaéderes komplexekben valosul meg
[128]. A pH emelésével, pH = 7 - 7,5 felett, parallel a titralasi gorbén az qj
lugfogyasztd folyamat indulasaval, a regisztralt UV-lathato spektrumok is Ap.x =
435 nm-nél siknégyzetes geometriaju komplex kialakulasara utal6 intenziv d-d sav
kinovését mutatjak, valamint a minta szinének sargara valtozasa is erre enged
kovetkeztetni. Feltehetéen az extra lagfogyasztd folyamat az amid-N
deprotonalodasara és koordinalodasara utal és a kialakuld [NiLH.;] Osszetételii
planaris komplexben a korabbi eredményeinkre [40] is alapozva, az [NH,, N°, Nyia]
donoratomok koordinacidja valoszinisithetd.

A pH-metrias mérések eredményei szerint (45. abra) ezen ligandumnal is a
Zn*"-ionnal mutatkozik a leggyengébb kolcsonhatas, valamint a hidrolizist
megel6zéen nem figyelheté meg az amid-N deprotonaldodasa utalé folyamat. 'H
NMR méréseink eredményét, melyeket a kotésmodok feltérképezése érdekében
végeztiink, a 49. abra foglalja 6ssze. Jol lathatd, hogy a ligandum mind A, B, C ¢és
D-vel jelzett nem labilis protonjainak kémiai eltolodas értékei is pH ~ 5,0 felett,
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ugyan kis mértékben, de elvalnak a fémiont is tartalmazo mintaban (szaggatott
vonal) a csak szabad ligandumot tartalmazé mintahoz képest (folytonos vonal).

8,9

| N - - o
- H |/
Q. B —— H,N——CH—C——N——CH—C——NH
T | |

3,0 ‘

30 40 50 60 70 80pH*90 100

49. abra: A HisAlaNHOH (folytonos vonal) és Zn?'-HisAlaNHOH 1:1 aranyt
rendszerben (szaggatott vonal) a ligandum A, B, C és D-vel jelzett protonjainak kémiai
eltolodas értékei a pH* fliggvényében, ¢ = 0,0012 M, I = 0,20 M (KCIl) (D,0)

Ezen kisérleti eredmények, mind a hidroxamat-oxigének, mind az amino- és
imidazol-nitrogének részvételével kialakulo kotési izomerek képzodését tamasztjak
ala pH = 5,5 - 8,5 tartomanyban.

Ahogyan korabban emlitettik, a Cu’*"-HisAlaN(Me)OH rendszer esetén
csak néhany kozelitd pH-potenciometrias és UV-lathatd spektrofotometrias mérés
torténhetett. Az itt be nem mutatott titralasi gorbékbdl azért megallapitottuk, hogy
a kolcsonhatas a Cu*"-ionnal pH ~ 2,5 felett indul, de 1:1 fémion-ligandum
aranynal harom ekvivalens protonleszoritas utan pH ~ 8 felett csapadéklevalas
kovetkezik be. Az 1:2 ligandumfelesleg alkalmazasa mar visszaszoritja a hidrolizist
lugfogyaszto folyamat indul. Minden valésziniiség szerint a peptid-NH
deprotonalodasa kovetkezik be. Fémfelesleg megkotése nem volt megfigyelheto.
A pH-potenciometrias gorbék illesztésével kapott oldategyensulyi modell a 11.
tablazatban lathat6. A stabilitasi allandokbol szerkesztett koncentracioeloszlas
gorbeék koziil az 1:2 fémion-ligandum aranyra vonatkozot, egyiitt a A,x pH-szerinti
valtozasaval, az 50. abra mutatja.
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50. abra: A Cu*'-HisAlaN(Me)OH 1:2 fémion-ligandum aranyu rendszerében
képz6ddé komplexek koncentracideloszlas gorbéje (¢, = 0,0015 M) valamint a A,
valtozéasa a pH fliggvényében

Osszehasonlitva ezen ligandum Cu*"-ion megkoté sajatsagat a megfeleld
primer (HisAlaNHOH) szarmazékaval, megallapithatd, hogy a komplexképzodés
indulasaval a [CuLH]*" részecskében is hasonld, hisztamin-tipusi koordinacids
mod kialakulasa kovetkezik be. Mindezen megallapitasunkat az 1:2 fémion-
ligandum aranynal regisztralt UV-Vis spektrumok is alatamasztjak, ugyanis a
[CuLH]*" részecske képzédési tartomanyéban az UV-Vis spektrumban jelentkezd
d-d sav, ahogy az 50. &bra is mutatja, Ap.x ~ 670 nm-nél mutatkozik, mely jo
egyezésben van a (6) egyenlet alapjan, egy [NH,, Nima, 2 H,O] koordinéciojat
feltételezve szamolt An,, ~ 673 nm értékkel. A  hidroxamat-oxigének
koordinacidjara jellemzo toltésatviteli sav Ap.x ~ 350 nm-nél csak pH ~ 4,0-t6l
figyelhetd meg, minden valdsziniiség szerint a dimer, [Cu,L,]*" komplexben is,
hasonléan a Cu**-HisAlaNHOH rendszerben képz3dé [Cu,L,]* részecskével, a 48.
abran feltiintetett koordinacios mod valosul meg. A peptid-NH deprotonalodasa pH
~ 8,5 felett, feltehetéen a [CuLH_;] részecske képzodésével kovetkezik be, amit
alatamaszt a titralasi gorbén az 10j lugfogyaszté folyamat induldasa e pH felett,
mindemellett az UV-Vis spektrumban jelentkez6 d-d sav is a kisebb hulldmhosszak
iranyaba tolodik (Ap.x ~ 560 nm-ig), ami a nitrogének koordinacioba valod belépését
tamaszja ala. Minden valoszinliség szerint a 36. abran feltiintetett kdtésmod
alakulhat ki.

Az UV-lathato spektrofotometria mellett, melyek csak kozelité adatok, egyéb
szerkezetvizsgald modszerek (pl. CD, ESR) eredményei nagyban hozzajarulnanak
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a ligandum Cu**-ion megkotd sajatsdganak pontosabb feltérképezéséhez, de a
ligandum korlatozott mennyisége kovetkeztében ezen vizsgalatok nem késziiltek
el. A kozelitd kisérleti adatok alapjan, a két ligandum Cu®"-ion megkotd képességét
Osszevetve, azért megallapithatd, hogy a hidroxamat-N koordinaciobdl valo
kiiktatasa kovetkeztében a kialakuldo komplexekben a kotésmodok jelentdsen nem
valtoznak, de a mérésekbdl igazolast nyert, hogy a peptid-NH deprotonalodasa és
koordinacidja az N-Me-szarmazék esetén ~ 2 pH egységgel nagyobb pH-n
kovetkezik be, mint az a primer analdgot tartalmazé rendszerben az megfigyelheto.
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5. OSSZEFOGLALAS

A Debreceni Egyetem Szervetlen Kémiai Tanszékének Bioszervetlen Kémiai
Kutatocsoportjaban mar tobb mint két évtizede foglalkoznak, nemzetkozileg
elismert szinten is, hidroxamsavak (altalanos képlet: RFCONRNOH) fémionokkal
vald oldatbeli kolcsonhatasanak a tanulmanyozasaval. A vizsgalt vegyiiletcsalad
képviseldi a kdzelmultban egyre jobban a figyelem kozéppontjaba keriilnek, mint
potencialis metalloenzim inhibitor molekuldk, tdbbek kozott a Zn*"-ion tartalmu
matrix metalloproteindzok és hiszton-deacetilazok esetén is. Az erds kelatképzo
hidroxamatcsoportnak  kdszonhetéen az  aktiv  centrumbeli  fémionhoz
koordinalédva meggatoljak a szubsztrat kotddését, mialtal blokkolni képesek az
enzim miikddését. Mindezen okok miatt tehat az inhibitor molekulak fémionokkal
valé oldategyensulyi tanulmanyozasa az inhibiciés mechanizmus feltérképezése
szempontjabol az egyik kitlintetett feladat. Irodalmi eredmények mutatjak, hogy az
inhibicié szelektivitasa, a molekularis felismerés jelentdsen befolyasolhatd, ha a
hidroxamsavcsoport mellett a molekula egyéb, olyan koordinalodasra képes
donorcsoporto(ka)t is tartalmaz, melyek masodlagos kdlcsonhatasok kialakitasaval
(pl. H-kGtés, van der Waals kdlcsonhatas) az enzim kotOhelyeinek azonositasaban
segithetnek. Ennek eredményeként célul tliztiik ki 12 szintetikusan eléallitott olyan
monohidroxdmsav Cu®'-, Ni*"- és Zn*"-ion megkétd sajatsaganak tanulméanyozasat,
melyekben az Rc¢ oldallancban kiilonb6z6 tipustt (amino-N, imidazol-N,
peptidcsoport) és szamu potencialis donorcsoport szerepel a-, B- vagy y-helyzetben
a hidroxamsavcsoporttol.

A vizes kozegbeli oldategyenstlyi vizsgalatok elsédleges célja a képz6do
komplexek Osszetételének, stabilitasi allanddjanak valamint kotésmodjanak
meghatarozasa volt, amihez pH-potenciometriat, UV-lathato, CD, ESR és '"H NMR
spektroszkopiat valamint elektro-spray ionizacids tomegspektrometriat (ESI-MS)
alkalmaztunk.

A munka soran kapott fontosabb eredményeket az alabbi pontokban foglalhatjuk
Ossze:
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- A vizsgalt ligandumok dont6 tobbségiikben mar rendelkezésre alltak, de a
jelen munka sorén is eléallitottunk két j monohidroxamsavat (Z-Hisha és N-Me-
Hisha).

- Meghataroztuk valamennyi vizsgalt molekula savi disszociacios allandoit
0,20 M (KCI) ionerdsség mellett. A tanulmanyozott vegyiiletek koziil hat esetében
(N-Me-a-Alaha, N-Me-B-Alaha, im-4-Cha, N-Me-im-4-Cha, im-4-Aha és Hisha) a
disszociacios allandok jo egyezést mutattak a Tanszéken mar korabban
meghatarozott értekekkel, mig a masik hat ligandum esetén (Z-Hisha, N-Me-Hisha
és a hisztidintartalmu peptidhidroxamsavak) a meghatarozott adatok tjak, korabbi
irodalomban nem lelhet6k fel. A makroallandok meghatarozasan tal els6ként
tettlink kovetkeztetéseket a molekulakbeli egyes donorcsoportok bazicitasi
sorrendjére is.

- Azon primer (Ry = H) monohidroxamsavak fémion megkot6 sajatsagait
tanulmanyozva, melyek a-, B- vagy vy-helyzetben imidazol-N donoratomot
tartalmaznak az Rc oldallancban (im-4-Cha, im-4-Aha, Z-Hisha), megallapitottuk,
hogy az imidazolcsoport minden esetben elsédleges fémion megkotének bizonyult,
még a hidroxamét-oxigéneket jobban kedveld Zn*"-ion esetén is. (Az irodalombol
jol ismert, hogy az aminocsoportot magukban foglald analégoknal, a-Alaha, B-
Alaha, GABAha, a horgonydonor szerepét dontéen a hidroxamatcsoport tolti be.)

- Hasonléan a primer aminohidroxdmsavak rendszereihez, a megfeleld
imidazol-szarmazékok Cu®'-tartalmt rendszereiben is kialakul a fémkorona tipust
polinukledris részecske. Erdekes eredmény, hogy az im-4-Aha esetén Ni*'- és Zn*'-
ionokkal is képzodik e részecske, bar a Cu*"-ionhoz képest kisebb stabilitassal.

- Az R¢ oldallancban amino-N vagy imidazol-N donorcsoportokat tartalmazo
szekunder (Ry= CH3;) monohidroxamsavak (N-Me-o-Alaha, N-Me-B-Alaha, N-Me-
im-4-Cha) esetén megallapitottuk, hogy az aminocsoport B-helyzete elég ahhoz,
hogy az a koordinacidban mar ne vegyen részt és mindhdrom fémionnal csak
hidroxamat-[O,0]-kelat alakuljon ki. Amennyiben azonban az aminocsoport o-
helyzetben van, kotési izomerekben a hidroxamat-[O,0]-kelat mellett egy hattaga-
[NH,, Onpiq.]-kelat képzodését is igazoltuk.

- Az a-helyzetben imidazol-N donort magaban foglalé szekunder molekula
Cu”'- és Ni*"-tartalmu rendszereiben egy [M,Ls]" 6sszetételii részecske jelenlétét is
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kimutattuk, melyben a harom ligandumbdl az egyik hidként kot 6ssze két mono-
hidroxamato-kelatos monomert. Ezen kotésmod érdekes lehet, mivel a katalitikus
centrumban két fémiont tartalmazé metalloenzimeknél, hatisos inhibitorok
tervezése kapcsan, tobb szerzonél is 1ényeges szempontként fogalmazddik meg,
hogy egyidejlileg lehetdleg mindkét fémionhoz tudjon koordindlodni az inhibitor
molekula.

- A Thisztidinhidroxamsav esetén, amelyben a fentebb emlitett két
donorcsoport (amino-N ¢s imidazol-N) mellett a hidroxamat-N is koordinalodhat
(Ry = H), az irodalomb6l is mar jol ismert kotésmodok Ilehetdsége boviil.
Osszevetve a Hisha fémmegkotd sajatsagat N-Me szarmazékaval hasonlosagként
mindenképpen megallapithaté, hogy a Ni*"-ion mindkét ligandummal déntéen a
nitrogén-donorokon, a Zn**-ion a hidroxamat-oxigéneken keresztiil koordinalodik.
Kiilonbségként jelentkezik azonban, hogy a Ni*"-N-Me-Hisha rendszerben,
szemben a primer analdgjaval, triszkomplex is képzédik. A két ligandum Cu*"-iont
tartalmazo rendszereiben azonban nagyobb kiilonbségek mutatkoznak a
koordinacios modokat illetéen. Irodalombdl jol ismert, hogy a primer szarmazéknal
kisebb pH-n a hidroxamat-oxigének, a pH emelésével (pH ~ 5 felett) viszont mar
csak a nitrogén-donorok koordinacidja a dominans a kialakuld komplexekben.
Lényeges kiilonbség mutatkozott azonban a Cu®'-tartalmi rendszerek esetén. A
Cu*'-Hisha rendszerben a hidroxamat-oxigéneken indul a komplexképzédés, mely
a pH emelésével fokozatosan a nitrogénekre tevodik at. Ezzel ellentétben az N-Me-
szarmazék esetén a donoratomok fentebb emlitett elkiiloniilése a pH emelésével
nem kovetkezik be. UV-Vis, CD és ESR mérésekkel is bizonyitottuk, hogy a
[CuL,H,]*" és [Cu,L,]*" komplexekben is atlagosan egy [O,0]-, és egy [NH,,Nimia]-
kelat Cu*"-ionhoz torténd koordinacidja valésul meg, de a [CuLH]*" osszetételit
komplex is kétféle, az [O,0]- vagy [NH,Ninq] kdtésmoddal 1étezhet.

A dolgozatban tanulmanyozott hisztidintartalmt peptidek
hidroxdmsavszarmazékainal az R oldallancban az amino-N és imidazol-N
donorcsoportokon kiviil tovabbi egy vagy két peptidcsoport is megtalalhato,
melyek bizonyos feltételek mellett (a fémion jellege, fémion-ligandum arany, a pH,
stb.) deprotonalodhatnak és a tobbi donoratommal a fémionokhoz vald
koordinacidjukkal stabilis, csatolt kelatrendszer alakulhat ki. Eredményeink szerint
a kisebb bazicitdsu imidazol koordinacioban valo szerepe inkdbb kisebb pH-n
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dominans, mig a bazikusabb hidroxamat a pH emelésével parhuzamosan valik
meghatérozova. Kivételt képez a Cu*'-AlaAlaHisNHOH rendszer, ahol éppen a
hidroxamat-oxigének részvételével indul a fémion-ligandum kdlcsonhatas, de ezen
donoratomok pH ~ 7,5 felett teljesen ki is szorulnak a fémion koordinacios
szférajabol, és a stabilis, [NH,, N, N°, Ni,iq]-kelat kialakulasa lesz a meghatarozo.
Osszehasonlitva a Cu®- és Ni*"-ionok ezen ligandumokkal vald kolcsonhatasat
megallapitottuk, hogy a Cu*'-ion az imidazol-N(3)-nel mindig kialakit valamiféle
kolesonhatast, pl. imidazol-hidas, di- és polinuklearis részecskék képzddésével,
mely az imidazol-gytirii kivételes koordinacios képességét jol titkrozi. A Ni**-ion
esetén azonban azt talaltuk, hogy nagyobb pH-n az imidazol-N(3) kikeriil a fémion
koordinacios szférajabol és helyette a hidroxamat-N részvételével kialakulo
siknégyzetes geometriaju komplexek képzédnek. A ,,leggyengébb” kolcsonhatast a
Zn* -ionokat tartalmazo rendszerekben figyeltiik meg. Ligandumtol fiiggéen, pH =
8 - 9 kozott csapadéklevalas is bekovetkezett valamennyi tanulmanyozott rendszer
esetén, ami nehezitette a fémion-ligandum kolcsdnhatas alaposabb feltérképezését.
Az amid-N deprotonalodasa egyetlen esetben sem volt bizonyithats. 'H NMR
mérésekkel igazoltuk, hogy mind a nitrogének, mind az oxigén-donorok fémionhoz
vald koordinalédasa kotési izomerekben kovetkezik be, de hasonléan mas Zn*'-
amino- és peptidhidroxamsav rendszereckhez a hidroxamat-[O,0]-kelat kialakulasa
dominéns.
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6. SUMMARY

Nowadays the selective inhibition of metalloenzymes is an area of intense
interest because numerous serious diseases are correlated with the dysfunction of
these enzymes. For example, the zinc-containing matrix metalloproteinases
(MMPs) play a determinant role in the evolvement of arthritis, periodontal
diseases, multiple sclerosis and in the metastatic spread of various human cancers.
This is one reason why the selective inhibition of MMPs has become one of the
prominent drug design targets for medicinal chemists. Previous results involving
zinc-containing histone deacetylases, MMPs, or nickel-containing ureases show
that hydroxamic acids, which have good metal binding capability, are effective
inhibitors of the enzymes. There is no doubt that the inhibitory effect is correlated
with the chelation of the catalytic metal center, thereby the linkage of the substrate
molecule is hindered. As a consequence, equilibrium studies between hydroxamic
acids and various metal ions are important for better understanding the mechanism
of the inhibition. The complex formation behaviour of different type of hydroxamic
acid molecules with numerous metal ions has been studied for ca. 20 years at the
Department of the Inorganic and Analytical Chemistry, University of Debrecen.

In this work the metal binding capability of 12 different synthetic
hydroxamic acid molecules with Cu**-, Ni*"- and Zn*"-ions have been investigated
by pH-potentiometry, UV-visible spectrophotometry, CD, EPR, '"H NMR and ESI-
MS techniques. Besides the hydroxamic acid group these molecules also contain
different type of potential donor atoms at R side chain of the compound in a-, B-
or y-position to the functional group.

The major conclusions obtained from the results are as follows:

- Most of the studied ligands have already been prepared, but in this work
new methods were also developed for synthesis of two monohydroxamate ligands
(N-Me-Hisha and Z-Hisha).

- Acid dissociation constants of all the studied ligands at an ionic strength of
0,20 M (KCl) were determined by pH-potentiometry. In the case of six ligands (V-
Me-a-Alaha, N-Me-B-Alaha, im-4-Cha, N-Me-im-4-Cha, im-4-Aha and Hisha) the
results are in good agreement with those obtained earlier in our lab. For the new

-94 -



Csapo Edit doktori (Ph.D) értekezés

molecules (Z-Hisha, N-Me-Hisha and histidine-containing peptidehydroxamic
acids) the acid dissociation constants were not found in the literature. The pKj
values were determined for the first time and the basicity order of the individual
groups was also concluded.

- For primary (Ry = H) monohydroxamates, which contain only imidazole-N
donor atoms at a-, B- or y-position in the R¢ side chain (im-4-Cha, im-4-Aha, Z-
Hisha), the less basic imidazole-N(3) was found to behave as anchor donor not
only to Cu*" and Ni*, but even to Zn®", although this latter metal ion prefers
oxygen donors over nitrogen ones. (It is well-known that the hydroxamate group is
the anchor in the case of molecules (a-Alaha, 3-Alaha, GABAha) which contain

amino-N in the side chain).

- Similarly to primary o-, B- and y-aminohydroxamate systems, a
pentanuclear metallocrown is unambiguously formed with all the imidazole-
derivatives in the Cu’’-containing systems. The presence of this polynuclear
species with significantly lower stability in the Ni*'- and Zn*'-im-4-Aha systems
was also observed.

- From the comparison of the metal binding ability of these molecules with
those of secondary (Ry = CH;) derivatives we can conclude that due to the B-
position of the amino group formation of only hydroxamate type chelate was found
with all the three metal ions. In contrast to this observation, formation of additional
six-membered chelate via the amino-N and hydroxamate-O is suggested parallel to
the hydroxamate one for N-Me-a-Alaha.

- Unfortunately, the synthesis of only one secondary imidazole-derivative
was successful. This ligand contains the imidazole-N donor at the a-position in the
side chain. Beside the mononuclear species, a dinuclear complex, [M,L;]", was
found in the Cu®*- and Ni*'-N-Me-im-4-Cha system. A possible bonding mode is
that one of the three ligands bridges two metal ions, while each of the other two
ligands binds to one metal. Stacking interaction between the imidazole rings of the
latter two ligands might stabilize this species. This binding mode is interesting
because for the design of molecules with potential inhibitory effect on
metalloenzymes having two metal ions in the catalytic centre, one of the most
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important structural requirements is that the ligand is able to coordinate
simultaneously both metal ions in the catalytic centre.

- For histidinehydroxamic acid containing two (amino-N and imidazole-N)
additional donors beside the hydroxamic function, and the hydroxamate-N can also
coordinate, the possibility of the coordination modes is wider. Comparison of the
Ni** and Zn® binding ability of Hisha with the N-Me-derivative (N-Me-Hisha)
similar coordination modes were defined, nevertheless formation of a tris complex
with Ni*" is also observed. In the Cu*"-containing systems the coordination modes
are different. In contrast to the complex formation in the Cu®*’-Hisha system,
coordination of the metal ions via both hydroxamate-[O,0] and histamine-type-
[NH,,Niniq] chelates were confirmed with the N-Me derivatives.

- Metal binding capability of peptidehydroxamic acids, having amino-N,
imidazole-N and peptide group(s) in the R¢ side chain, differ in many respects.
Imidazole with lower basicity, compared to that of the hydroxamate gives a benefit
to the former donor especially at lower pH and the role of the hydroxamate
generally increases upon increasing the pH. In contrast to this, in the
Cu**AlaAlaHisNHOH system, the hydroxamate takes part in the coordination only
at lower pH, where the hydroxamate chelate can successfully compete with the
amino-imidazole macrochelate, but can not compete with the very high stability
4N-coordinated (amino-N, amide-N, amide-N and imidazole-N(3) donors) bonding
mode. As a consequence, in this system, the hydroxamate does not play a
measurable role in the coordination at high pH.

Comparison of the coordination mode in the Cu*'- and Ni*'-containing
systems one can conclude that the imidazole-N(3) plays a determinant role in the
Cu** complexes, for example often imidazole-bridged di- and polynuclear species
are formed. In contrast to it, in the Ni*"-containing systems, instead of imidazole-
N(3), formation of square planar complexes with the coordination of hydroxamate-
N is generally more favoured at higher pH. With Zn**, formation of various
bonding isomers with rather low stability was found. The complex formation does
not start below pH ca. 6 and precipitation occurs at pH 8-9 depending on the ligand
and Zn”" to ligand ratio. The deprotonation and coordination of the peptide-N were
not observed.
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